Production et effet catabolique du 4-hydroxynonénal dans les tissus articulaires arthrosiques : un nouveau facteur impliqué dans la dégradation du cartilage by Morquette, Junie Barbara
1) 7/, 33 ?. 9
Université de Montréal
Production et effet catabolique du 4-hydroxynonénal dans les tissus




Programme de Sciences Biomédicales
Faculté de médecine.
Mémoire présenté à la Faculté des Études Supérieures
en vue de l’obtention du grade de Maîtrise ès science (M. Sc.)
en Sciences Biomédicales.
Septembre 2005








L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduite et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sut quelque support que ce
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author of this thesis or dissertation has granted a nonexciusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’s permission.
In compilance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does not represent any loss of
content from the document.
11
Université de Montréal
Faculté des études supérieures
Ce mémoire intitulé:
Production et effet catabolique du 4-hydroxynonénal dans les tissus















L’arthrose (OA) est la maladie musculo-squelettique la plus répandu
au Canada. Un individu sur 10 en est atteint (Santé Canada 2003). Elle
résulte de la détérioration chronique du cartilage articulaire accompagnée
d’un processus inflammatoire et d’un stress oxydatif bien présent. La
recherche de ces dernières années dans le domaine de l’OA a permis de
comprendre beaucoup sur son évolution. Toutefois, ni l’étiologie ni un
traitement efficace n’ont encore été trouvé pour cette pathologie.
D’un point de vue biochimique, I’OA se caractérise par le changement
du métabolisme des chondrocytes, la dégradation du collagène type Il (COLL
Il) via particulièrement l’augmentation des métalloprotéinase-13 (MMP-13) et
par la dégradation des protéoglycanes. Cette détérioration est entretenue par
une augmentation des radicaux libres (RL) et une diminution des anti
oxydants. Le 4-hydroxynonénal (HNE) résulte de l’attaque des RL au niveau
des acides gras polyinsaturés de la membrane. Il est connu pour être
l’aldéhyde le plus réactif et le plus cytotoxique. Présentement, bien qu’il ait
été démontré que le niveau du HNE est augmenté dans la membrane
synoviale des patients atteints d’OA comparé à celui des sujets normaux, son
rôle n’a jamais été bien défini. Notre hypothèse est que le HNE jouerait un
rôle comme facteur favorisant le catabolisme du cartilage OA. En
conséquence, notre objectif vise à investiguer l’implication du HNE dans la
dégradation du cartilage OA via la modulation du COLL Il et de la MMP-13.
Nos résultats démontent que la concentration des complexes
HNE/protéine augmente de façon significatif (i) dans le liquide synovial de
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patients atteints d’OA comparativement aux sujets normaux et (ii) dans les
extraits cellulaires de chondrocytes OA traités avec des donneurs de
radicaux libres (RL). Au niveau post-traductionnel, le HNE induit la
dégradation du cartilage dans des explants de cartilage, via la libération
d’hydroxyproline et la formation de néoépitopes de COLL li. De plus, le
niveau des complexes HNE/COLL Il dans le cartilage OA est augmenté en
présence des donneurs de RL. In vitro, nos résultats montrent que les
complexes HNE/COLL Il sont plus susceptibles à la dégradation par la MMP
13 active. En outre, la liaison du HNE à la MMP-13 active cette enzyme à un
ratio molaire d’environ 100 :1 (HNE vs MMP-13). Au niveau transcriptionnel,
le HNE inhibe la synthèse du COLL Il et du TIMP-1, mais induit celle de la
MMP-13 via l’activation de la p38 MAPK. Ainsi, les résultats de cette étude
supportent, pour la première fois, l’hypothèse que le HNE joue un rôle
important dans la pathophysiologie de l’OA.
Mots clés:
Cartilage, Chondrocytes, Collagène type Il, 4-hydroxynonénal, Matrice
extracellulaire, Métalloprotéinase-1 3, Peroxydation lipidique, Stress oxydatif.
VSUMMARY
Osteoarthrïtis (OA) is the most prevalent musculoskeletal diseases in
Canada. Nearly 1 person over 10 suffers from it. This pathology is
characterized by chronic degradation of the cartilage, by inflammatory
process and by the implication of oxidative stress. Even though researchers,
in the few past year, have enlarged the comprehension of the progression of
this pathology, nor the etiology or definitive treatment had been found. In a
biochemical context, the deterioration of the cartilage is associated with
chondrocytes metabolic change, type II collagen (COLL Il) and proteoglycans
degradation, and up-regulation of matrix metalloproteinases, particularly
MMP-13. In addiction, there is an extensive experimental evidence from in
vitro and animal experiments indicating that OA disease is a state of
increased oxidative stress associated by an enhance in reactive oxygen
species (ROS) level and a decrease in anti-oxidants. 4-hydroxynonenal
(HNE) is the principal a, p-unsaturated aldehyde formed from ROS-induced
LPO of polyunsaturated fatty acids cellular membrane. In the present study, we
tested the hypothesis that HNE plays a key role in articular cartilage
catabolism in OA progression. This work aimed to investigate the implication
of HNE in QA cartilage degradation though COLL li and MMP-13 modulation.
Our data showed that HNE/protein adducts were higher in OA synovial fluids
compared to normal subjects and in treated OA chondrocytes with FR donors
(H202 and SIN) compared to untreated celis. In cartilage explants, HNE
induces cartilage degradation as established by hydroxyprolyne release and
COLL II fragments generation. We showed that HNE binding accelerates
vi
COLL II degradation by active MMP-13. Interestingly, the level of HNE/COLL
Il adducts was increased in OA cartilage explants incubated with FR donors.
In isolated QA chondrocytes, we demonstrated that HNE inhibits COLL II and
TIMP-1 expression but in contrast induces MMP-13 activity and expression
mainly through activation of p38 MAPK signaling pathway. In vitro, MMP-13
was identified as HNE target and was activated by this aldehyde at a molar
ratio of 1:102 (MMP-13 vs HNE). In conclusion, we report here novel
mechanisms Iinking oxidative stress to OA cartilage degradation. These
mechanisms emphasize the implication of HNE in transcriptional and post
translational modifications of COLL Il and MMP-13 in OA.
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CHAPITRE I : INTRODUCTION
&
RECENSION DE LA LITTÉRATURE
21. LE CARTILAGE ARTICULAIRE SAIN
Les articulations synoviales jouent un rôle essentiel en facilitant le
glissement des os sans difficulté et sans douleur lors des mouvements. Dans
ces articulations synoviales, les os sont couverts par un cartilage hyalin
(Marieb et al. 2005). Ce dernier est un tissu conjonctif important qui joue le
rôle de coussin élastique avec une capacité d’amortissement extraordinaire
des forces de compression exercées sur l’articulation par les os (Reginster et
al. 1999). Dans cette première partie, nous nous attarderons sur les
caractéristiques du cartilage articulaire humain sain de l’adulte, à savoir sa
structure, sa composition et ses caractéristiques biochimiques.
1.1 Structure
Le cartilage hyalin se divise en plusieurs couches appelées aussi zones
qui sont de l’extérieur vers l’intérieur: 1) la zone tangentielle (couche
superficielle), 2) La zone transitionnelle (couche moyenne), 3) la zone radiale
(couche profonde) et 4) la zone calcifiée (figure 1). La transition entre les
différentes couches se fait graduellement; Toutefois, la couche profonde est
séparée de la partie calcifiée par ce qu’on appelle le Tidemark. L’épaisseur
des différentes couches est directement proportionnel à l’intensité de la force
appliquée et diffère d’une articulation à l’autre (Reginster et al. 1999).
1.2 Composition
Le cartilage articulaire est un tissu caractérisé par la présence d’un
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4contenant 65 à 75 % d’eau. Nous verrons de manière détaillée ces différents
constituants
1.2.1 Les cellules.
Les chondrocytes sont le seul type cellulaire retrouvé dans le
cartilage hyalin. Leur densité et leur forme varient en fonction de leur
profondeur dans le cartilage. Ils sont plus denses dans la couche superficielle
et diminuent graduellement pour atteindre une densité plus faible dans la
couche calcifiée (figure J): Dans la couche superficielle (zone tangentielle),
située sous une mince couche de matrice, les chondrocytes sont en forme de
disque et s’organisent en une couche épaisse de cellules. La couche
moyenne (zone transitionnelle) contient des cellules de forme sphérique
rassemblées en petits groupes dispersés aléatoirement dans le cartilage. La
zone profonde (zone radiale) est caractérisée par la présence des
chondrocytes de forme ovale qui s’assemblent en groupe de 2 à 6 cellules
pour former des colonnes dont l’axe est perpendiculaire à la surface
cartilagineuse. Dans la zone calcifiée, les chondrocytes sont en petit nombre,
dispersés mais entourés par une substance non calcifiée (Poole et al. 2001).
Dans le cartilage hyalin, les chondrocytes sont très actifs et sont
capables de sécréter une panoplie de molécules: des cytokines, des
enzymes ainsi que leurs inhibiteurs, des facteurs de croissance et des
constituants de la MEC. Ils vivent dans un environnement anaérobique, de
5façon individuelle ou en petits groupes dans des lacunes de la MEC.
(Reginster et al. 1999).
1.2.2 La MEC et son organisation.
La MEC est un enchevêtrement de protéines assemblées en un
amas qui peut résister aux forces de compressions. Elle est constituée de
deux composantes majeures, le collagène type Il (COLL Il) et les agrégats de
protéoglycanes (PG5). Cette matrice est hydratée, synthétisée, assemblée et
régulée par les chondrocytes (Marieb et al. 2005). N’étant ni vascularisée, ni
innervée, l’apport des nutriments et la vidange des chondrocytes se fait via la
MEC par diffusion (Reginster et al. 1999). L’épaisseur de chaque
compartiment peut varier d’une région à l’autre dans le même cartilage ou
d’un cartilage à l’autre.
La MEC peut être aussi divisée en plusieurs compartiments avec
chacune une morphologie et des caractéristiques biochimiques distinctes
(figure 1). La zone péri-cellulaire est caractérisée par l’absence de COLL Il
dans son organisation et une quantité importante d’agrégat de PG. La partie
adjacente au périchondre, la zone territoriale (ou capsule de la matrice), est
composée principalement d’un réseau de collagènes qui isole les cellules
individuelles ou des groupes de chondrocytes (chondron) et apporte un
support mécanique spécial à la cellule. La plus grande partie de la MEC est la
matrice interstitielle dont la teneur en fibres de collagène et de PG est la
plus grande (Poole et al. 2001).
6Des changements au niveau de la capacité des chondrocytes à
maintenir le réseau de collagène peuvent influencer la résistance du cartilage
à la dégradation.
1.2.3 L’eau
La composante majeure du cartilage articulaire humain normal est
l’eau. Elle représente 65 à 70 % du poids total du cartilage et lui donne une
résistance compressive. L’eau est étroitement liée à la MEC. Elle occupe
l’espace inter-fibrillaire grâce aux protéines de collagènes, de glycoprotéines
non collagéniques entre autres et surtout aux PGs.
1.3 Caractéristiques biochimiques
Les propriétés biochimiques des molécules de la MEC sont déterminées
par leur structure, leurs fonctions et leurs interactions. Les caractéristiques
des deux composés les plus abondants de la MEC sont présentées ci-
dessous.
1.3.1 COLL N
Le COLL Il est la principale protéine du cartilage articulaire hyalin. Il
représente 60 % de la matière sèche du cartilage et 50 % des molécules de
collagènes présents. C’est une protéine fibreuse, hélicoïdale, composée de 3
chaînes a-polypeptidiques identiques, torsadées l’une autour de l’autre en
une triple hélice pour former des fibres (Bruce et al. 2000).
7N-propeptide C-propeptide
Figure 2 : (A) Structure et (B) photo au microscope électronique à
balayage d’une molécule de COLL Il (figure provenant de l’internet).
Col-2 Col-J
—
8Elle est synthétisée pat les chondrocytes sous forme de pro-collagène avec
une partie non hélicoïdale en N-terminal Col-2 et une partie hélicoïdale Col-J
en C-terminal (en bleu dans la figure 2). La partie non hélicoïdale est éliminée
peu de temps avant son incorporation à la MEC. En outre, le COLL Il forme
un réseau de fibrilles avec les constituants de la MEC. Sa présence sert à
retenir les PG5 dans la MEC. Sa densité, son épaisseur et son orientation
varient en fonction de sa profondeur dans le cartilage.
Il existe dans ce tissu d’autres formes de collagènes qui représentent
de 5 à 10 % du collagène total connu sous le nom de collagènes mineurs ; ce
sont les COLL VI, IX, X et Xl. Ces derniers sont associés avec le COLL Il
pour former un réseau, dont la force de tension essentielle au cartilage
augmente avec l’implication des autres constituants.
1.3.2 PGs.
Les PGs sont des protéines très abondantes de la MEC par rapport
aux autres protéines. Le monomère de PG est formé d’une protéine centrale
à laquelle sont attachées de manière non covalente des protéines très
glycosylées, les glycosaminoglycanes (chondroïtine sulfate et keratane
sulfate) (Figure 3). Ces monomères à leur tour sont présents dans le cartilage
en forme d’agrégats plusieurs monomères sont rattachés de manière non
covalente à une protéine centrale d’acide hyaluronique (Horton et al. 1993).
L’ensemble est stabilisé par des protéines de liaison (figure 4). Les PGs ont
un poids moléculaire élevé de l’ordre de millions de Dalton et servent à retenir
une quantité importante d’eau dans le tissu via leurs chaînes de chondroïtine
9Figure 3 : Schéma d’un monomère de PG (figure tirée de l’internet).
‘o
Figure 4: Schéma d’un réseau de macrofilamment de collagènes et
d’aggrécanes associé avec l’acide hyaluronique (HA).
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sulfate. Les aggrécanes sont le type de PG le plus abondant du cartilage
hyalin. Associés aux collagènes, ils donnent au cartilage ses propriétés
d’élasticité et de compression.
Ainsi, biochimiquement, l’assemblage de ces différentes molécules
avec les autres composés du cartilage donne à ce tissu ses caractéristiques
particulières de résistance aux forces mécaniques.
1.4 Caractéristiques métaboliques
Dans le cartilage humain normal, il existe un équilibre constant entre la
dégradation (catabolisme) et la réparation (anabolisme) de la MEC. Les
chondrocytes maintiennent cet équilibre par le contrôle de l’expression des
constituants de la MEC tels que le collagène et les PGs ainsi que par
l’expression des métalloprotéinases (MMP5), principales enzymes impliquées
dans la dégradation et le remodelage du cartilage OA (Martel-Pelletier et al.
2000).
La régulation de l’expression des constituants de la MEC et des MMPs
par les chondrocytes se fait de manière autocrine et paracrine via la
production de cytokines, de facteurs de croissance et autres molécules de
régulation. Ces facteurs sont produits essentiellement par les chondrocytes,
les synoviocytes et les cellules inflammatoires, suite à des interactions MEC /
cellules, à des stimuli physiques ou à un stress.
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2 PATHOPHYSIOLOGIE DE L’OA
L’OA est une maladie articulaire, la plus répandue parmi les différents
types d’arthrites. Elle est la deuxième plus grande cause d’invalidité chez les
personnes âgées. Au Canada, elle touche près de 3 millions d’individus soit 1
personne sur 10 (santé Canada 2003). 65 % de la population âgée de 60 ans
et plus souffre d’OA et la prévalence de cette maladie augmente avec l’âge
(Martel-Pelletier et al. 2000). C’est une maladie idiopathique et
multifactorielle. Elle est caractérisée, dans une articulation synoviale, par une
altération osseuse en particulier de l’os sous-chondral, par la dégradation du
cartilage, la formation d’ostéophytes, l’altération de la capsule ainsi que par
l’infiltration du liquide synovial et l’inflammation de la membrane synoviale.
Elle fait intervenir un stress oxydatif soutenu par un système anti-oxydant
déficient. Plusieurs facteurs de risques ont été retenus pour l’étiologie de l’OA
parmi lesquels nous retrouvons l’âge, le sexe, la surcharge pondérale, les
traumatismes articulaires, l’obésité, les prédispositions biochimiques et
métaboliques (Pelletier et al. 1997). lIs interviennent dans le développement
et la progression de l’OA. Nous noterons toutefois que le mécanisme initial du
développement de cette maladie est encore inconnu.
2.1 Mécanisme de dégradation du cartilage
Un déséquilibre au niveau de la balance métabolique du cartilage survient
dans le phénomène de l’OA (figure 5). Le processus catabolique (l’augmentation





synthèse de la MEC
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Cartilage OA
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Figure 5 : Déséquilibre de la balance anabolique / catabolique lors
synthèse de la MEC
t tt ratio MMP/TIMP
de l’OA: remodelage du cartilage.
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dessus sur le processus anabolique: le taux de réparation devient alors
insuffisant pour maintenir l’intégrité de la matrice (Martel-Pelletier et al. 2000). lI
en résulte une dégradation des protéines de la MEC et une perte chronique du
cartilage.
Ces altérations comportent des modifications morphologiques et
structurales au niveau du cartilage articulaire OA. Ceux-ci affectent plusieurs
composés du cartilage, incluant les constituants majeurs : les agrégats de PG
et les collagènes.
2.1.1 MMPs et Agrécanases.
La dégradation des constituants de la MEC du cartilage est
principalement médiée par des MMPs (appelées aussi Matrisines) (Mort et al.
2001; Martel-Pelletier 2001). Ces dernières font partie d’une famille
d’endopeptidase zinc dépendante (Woessner et al. 1991). A ce jour, 25
différentes MMPs ont été identifiées (Martel-Pelletier et al. 2001). La famille
des MMPs regroupe 5 sous-familles (groupes) qui sont: les collagénases, les
stromelysines, les gélatinases, les MT-MMPs (MMP-type membranaire) et
d’autres MMPs. Elles interviennent toutes en grande majorité dans le
phénomène de l’OA. Comme mentionné ci-dessous, elles sont toutes
capables de dégrader les fibres de collagènes mais ont chacune une
spécificité pour un type de collagène donné.
Tout d’abord, les collagénases sont très importantes dans le
remodelage de la MEC. Trois d’entre elles ont été identifiées dans le cartilage
articulaire OA humain. Ce sont la MMP-1 (collagènase-1), MMP-8
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(collagènase-2) et MMP-13 (collagènase-3) (Martel Pelletier 2001). Elles sont
toutes connues pour initier la dégradation des COLL I, lI, III et IV (Woessner,
1997). Toutefois, la MMP-13 est l’enzyme la plus importante dans la
dégradation du cartilage OA. Reboul et al. (1996) ont démontré qu’elle clive le
COLL lI 5 à 10 fois plus rapidement comparativement à la MMP-1. Par
ailleurs, la MMP-8 est présente en très faible quantité dans le cartilage OA et
de ce fait a un effet moindre (Stremme et al. 2003).
Les stromelysines (MMP-3,-10,-11) dégradent les PGs, les COLL IV
et IX, les fibronectines, l’élastine et la laminine. La MMP-3 participe aussi
dans l’activation de la pro-MMP-1, la pro-MMP-13, la pro-MMP-9 et la pro
MMP-8 (Suzuki et 1990, Moilanen et al. 2003, Ogata et al. 1992).
Les gélatinases comportent deux types d’enzymes: la gélatinase A
(MMP-2) et la gélatinase B (MMP-9). Elles dégradent préférentiellement les
fibres de collagène dénaturées, le COLL IV et V, la gélatine, I’élastine et la
fibronectine (Martel-Pelletier et al. 2000, Woessner et al. 1991).
Les MT-MMPs (MMP-14,-17,-24,-25) ont une séquence
transmembranaire et sont impliquées dans l’activation d’autres MMPs
(Woessner et al. 1991).
Les autres MMPs forment un groupe hétérogène incluant la
matrilysine (MMP-7), l’énamelysine (MMP-20) et la métalloprotéinase du
macrophage (MMP-12) (Martel-Pelletier et aI. 2001; Nagase 1997$ Belaaouaj
et al. 1995).
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Dans un cartilage articulaire sain, les MMPs sont exprimées en petite
quantité et sont étroitement modulées afin de garder l’équilibre dégradation-
réparation du cartilage. Cependant, la production accrue des MMPs durant le
phénomène de l’OA engendre un déséquilibre de la balance. Nous
discuterons dans les paragraphes suivant des mécanismes de régulation des
MMP5.
2.1.1.1 Les MMPs : mécanismes de régulation
Les MMPs sont exprimées de manière contrôlée dans différents types
tissulaires. Leur régulation se fait principalement au niveau de la voie de
signalisation ainsi qu’au niveau transcriptionnel et post-traductionnel.
Plusieurs facteurs tels que des cytokines, des facteurs de croissance et des
hormones induisent leurs expressions (Matrisian et al. 1992; Curran et
Murray 1999; Nagase et Woessner 1999). La MMP-13, principal enzyme de
dégradation du COLL Il, a un profil de distribution très limité dans les tissus
humains normaux. Durant le développement foetal humain il a été démontré
que la production de la MMP-13 par les ostéoblastes et les chondrocytes joue
un rôle important dans l’ossification et dans le remodelage squelettique
(Stahle-Backdahl et al. 1997). Cependant, dans des conditions
pathologiques, la MM P-13 est impliquée dans le développement de plusieurs
maladies telles que l’OA et certaines formes de cancer.
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Nous porterons dans les parties ci-dessous une attention spéciale à la
régulation des MMPs et en particulier à celle de la MMP-13 au niveau de la
voie de signalisation ainsi qu’au niveau transcriptionnel et post-traductionnel.
2.1.1.1.1 Voies de signalisation impliquées dans la régulation des
MMPs
La transmission des signaux extracellulaires en signaux intracellulaires
est un processus très complexe. Elle requière l’activité des MAPKs (mitogen
activated proteins kinases), des facteurs clés dans la signalisation (Firestein
et al. 1999). Les MAPKs sont activées par phosphorylation via les MAPKKs
qui sont activées à leur tour par les MAPKKKs. Ces dernières reçoivent des
stimuli via des récepteurs.
Trois voies de signalisation des MAPKs ont été identifiées: ERK 4
(extracellular signal-related kinase), JNKISAP (stress-activated protein kinase
/c-jun N-terminal kinase), p38 MAPK. La ERK est activée par des facteurs de
croissance, via une voie Ras-dépendante, tandis que la p38 MAPK et JNK
sont activées via des cytokines pro-inflammatoires (lL-13 et TNF-a) et par les
radicaux libres d’oxygène (ROS) (Firestein et al. 1999). Ces MAPKs activées
sont ensuite transloquées au noyau où elles activent des facteurs de
transcription. Ces MAPKs jouent un rôle important dans la régulation de
gènes comme ceux des MMPs. Des études montrent que la p38 MAPK, JNK
et ERK phosphorylent et activent l’AP-l (Karin et al. 1995). Liacini et al.
(2003) ont mis en évidence l’induction de la MMP-13 par le TNF-Œ via
l’activation de ERK, JNK ainsi que l’AP-l (activating protein-1). De même,
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Mengshol et al. (2000) ont démontré que l’induction de la MMP-13 par l’IL-113
se fait via la p38 MAPK, JNK et NF-KB. Une autre étude a révélé que le HGF
induit l’expression de la MMP-13 via SAPK I c-Jun et la p38 MAPK (Reboul et
al. 2001).
2.1.1.1.2 Régulations transcriptionnelles des MMPs.
Au niveau transcriptionnel la région proximale du promoteur des MMPs
a été bien étudiée. L’analyse de différentes séquences a révélé une certaine
homologie entre elles par la présence de plusieurs sites de régulations
pouvant lier des facteurs de transcription. On retrouve une boîte TATA et les
sites AP-1, PEA-3, OSE-2 (figure 6)
Le site AP-1 se retrouve dans tous les promoteurs des MMPs
connues, excepté dans ceux de la gélatinasse 72 kDa (MMP-2) et de la
stromelysine-3 (MMP-11). li apparaît primordial pour l’expression de la
plupart des MMPs dont la MMP-13. Ce site est lié aux protéines de la famille
Jun et Fos. Il a une importance majeure sur la transcription basale et induite
de la MMP-13. Dans les chondrocytes OA, sa mutation abolit à 90%
l’expression du promoteur de la MMP-13 (Tardif et al. 2001; Benderdour et al.
2002).
Le site PEA-3 est un autre site important qui se trouve dans la plupart
des MMPs à l’exception de la MMP-2. Il lie les oncoprotéines de la famille
Ets, et joue un rôle important, non seulement dans la métastase des
tumeurs, mais aussi dans le développement du cartilage et de l’os.
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Figure 6: Structure des promoteurs des MMPs humaines.
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Les protéines se liant à ce site agissent dans certaines cellules dont les
chondrocytes, en coopération avec les protéines se liant au site AP-1 pour
obtenir une activité maximale du promoteur (Tardif et al. 2001, Benderdour
et al. 2002).
La nécessité d’une coopération entre AP-1 et d’autres facteurs pour la
régulation de la MMP-13 a été également décrite par d’autres auteurs (Uria et
al. 1998, Mengshol et al. 2000, Selvamurugan et al. 2000). Uria et al. (1998)
ont montré, dans une lignée embryonnaire, que le TGFŒ provoquait une
coopération entre AP-1 et un autre facteur qu’ils n’ont pas identifié. Un autre
facteur de transcription, le Cbfal (core binding factor 1) a été décrit comme
étant important pour l’expression de la MMP-13 (Jimenez et al. 1999). lI a été
démontré que ce facteur joue un rôle dans la formation osseuse (Ducy et al.
1997, Komori et al. 1997). lI en existe plusieurs isoformes qui auraient des
fonctions différentes dans la différenciation des ostéoblastes (Harada et al.
1999). Ce facteur jouerait par ailleurs un rôle dans la maturation des
chondrocytes (Enomoto et al. 2000).
Dans cette région du promoteur, il a été récemment identifié et
caractérisé un autre site, nommé AGRE (pour élément riche en AG). Il agirait
comme répresseur de la production basale de la MMP-13 (Benderdour et al.
2002).
21
2.1.tl.3 Stimulation et inhibition de l’expression de la MMP-13.
Dans les chondrocytes humains, la production de MMP-13 est induite
par les cytokines pro-inflammatoires dont IL-113, le TNFŒ et IL-17 (Reboul et
al. 1996; Benderdour et al. 2002; Moore et al. 2000; Shlopov et al. 1997).
D’autres facteurs, comme le bFGF, le PDGF-BB et le TGF- 13 stimulent aussi
la production de l’enzyme (Tardif et al. 1999). Le TGF-f3 stimule la MMP-13
via le site AP-1 et le site PEA-3 pour une réponse optimale. Benderdour et
al. (2002) ont montré l’existence d’une coopération entre AP-1 et PEA-3 lors
de la stimulation par des cytokines IL-113 et IL-17. Fait intéressant, la
stimulation par l’IL-113 requiert l’activation de c-Fos tandis que celle de l’IL-17
nécessite celle de FosB. De plus, dans les chondrocytes QA, l’activation de
JunB semble être un facteur limitant de la stimulation accrue de la production
de la MMP-13 et est indépendante de la stimulation par IL-113 et IL-17
(Benderdour et al 2002).
Les glucocorticoïdes inhibent l’expression des MMPs par
interférence avec le complexe AP-1. Le récepteur des glucocorticoïdes inhibe
l’activité du complexe Jun/Fos en se liant avec c-Jun, ce qui empêche le
complexe Jun/Fos de se lier à son site AP-1 (Schroen et al. 1996). L’acide
rétinoïque inhibe l’expression de la MMP-1 par l’inactivation de l’AP-l via la
formation d’un complexe entre son récepteur (RAR) et le c-jun empêchant
ainsi la formation du complexe Jun/Fos (Schroen et al. 1996). Dans une autre
étude, Fahmi et aI. (2001) ont démontré que le ligand naturel du “peroxisome
proliferator-activated receptor gamma” (PPARŒ) est capable d’empêcher la
stimulation de la MMP-13 par IL-113, TNFŒ, et IL-17. Cette inhibition est
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attribuée en partie à la répression de la signalisation de l’AP-l. D’autres
études ont montré que la production de la MMP-13 dans les chondrocytes est
inhibée par les cytokines anti-inflammatoires tels que IL-13, mais leur
mécanisme est encore inconnu (Cleaver et al. 2001).
2.1.1.1 A Régulation post-traductionnelle des MMPs
Les MMPs sont sécrétées par les chondrocytes dans la MEC sous
forme de pro-peptide. Elles sont généralement constituées d’un peptide
signal, d’un domaine propeptidique, d’un domaine catalytique comprenant un
domaine hautement conservé en zinc et d’un domaine haemopexine situé
dans la région C-terminale (Nagase 1997) (figure 7). Van Wart et aI. (1990)
ont montré que la régulation de l’activation des pro-MMPs se fait selon le
modèle de (f cystéine switch ». Dans sa forme latente, le domaine
propeptidique des MMPs contient un résidu cystéine lié au motif de zinc du
domaine catalytique par un pont (Springman et al. 1990) (figure 7). Le
domaine Zinc dépendant accessible (non lié au résidu cystéine) est
responsable de l’activité protéolytique des collagénases et des stromelysines
et donne à chacune sa spécificité de clivage (Sanchez-Lopez et al. 1993).
Leur activité est optimale à pH neutre et nécessite du calcium et du zinc. De
plus, l’activation des MMPs peut se faire par l’entremise de la plasmine, la
trypsine et l’APMA (4-aminophenylmercuric acetate) (Bonanssar et al. 1996).
Milner et al. (2001) ont montré que la plasmine est capable d’activer la
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D’autre part, l’activation de la MMP-13 par l’APMA génère deux fragments de
60 et 46 kDa par clivage du lien entre le domaine propetidique et le domaine
catalytique ainsi que par le clivage du pont entre le résidu cystéine et l’atome
de Zinc (figure 7). En outre, les MMPs peuvent aussi activer d’autres MMPs
(figure 8; Tableau J).
L’inhibition de l’activité des MMPs se fait via l’a2-macroglobuline et les
TIMPs (Gomez et al. 1997; Martel-Pelletier 2001). Ces inhibiteurs se lient au
site actif des MMPs et inhibent leur activité catalytique.
L’ o2-macroglobuline est une large protéine (750 kDa) produite par le
foie. Elle est retrouvée dans les liquides synoviaux d’individus sains et
atteints d’OA. C’est un inhibiteur non spécifique des MMPs. Elle empêche la
liaison des substrats aux MMPs de manière non spécifique. De part sa
grosseur, elle ne peut entrer dans le cartilage. Toutefois, il semblerait qu’elle
joue un rôle de désactivation des MMPs dans le liquide synovial et dans la
membrane synoviale, plus particulièrement au site inflammatoire.
Les TIMPs sont les inhibiteurs spécifiques des MMPs. Ils sont au
nombre de quatre: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 et TIMP-4 (Baker et al. 2002).
Ces inhibiteurs sont synthétisés par les chondrocytes. Cependant, seul le
TIMP-1 a été détecté dans le tissu articulaire OA et dans le liquide synovial.
Dans des conditions normales, les TIMPs sont synthétisés dans un ratio de
J :1 avec les MMPs. Leur capacité d’inhibition se fait à partir d’une liaison non
covalente avec le site actif des MMPs, l’ion Zinc du domaine catalytique.
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Curran et Murray 1999 (modifié).
Figure 8: Schéma de la cascade d’activation des MMPs par les MMPs.
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Tableau J: Activation des MMPs par les MMPs.
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2.1.2 Mécanisme de dégradation du collagène parles MMPs
Dans la pathologie de l’OA, il a été suggéré que l’augmentation des
cytokines pro-inflammatoires telles que l’lL-1f3, stimule la dégradation des
aggrécanes par des aggrécanases. Le processus de la dégradation du
cartilage commence par le clivage du domaine NC4 de la chaîne X1 (IX) non
collagénique par les aggrécanases. Il en résulte une perte du domaine COL2
(collagénique) de la chaîne (IX). Après cette phase initiale, le COLL Il
devient accessible aux collagénases. Les collagénases dont principalement
la MMP-13, clivent le COLL Il au niveau de sites spécifiques de leurs 3
chaînes Œ-polypeptidiques (figure 9). Le premier site de clivage se situe au
Gly775—Leu/l1e776 (Miller et al. 1976). Ce clivage engendre deux fragments de
collagènes (néoépitopes) qui se dénaturent pour former des gélatines non-
hélicoïdales. Les gélatines peuvent être clivées ensuite par d’autres MMPs.
Billinghurst et al. (1997) ont démontré l’existence d’un deuxième site de
clivage G1y778-G1n779 sur un des néoépitopes formés (figure 9). De plus, ils
montrent que ce deuxième clivage est aussi médié par la MMP-1, la MMP-8
et principalement la MMP-13. Par ailleurs, le COLL Il est connu pour avoir un
«turnover» lent. La dégradation du COLL Il et parallèlement des aggrécanes
dans le cartilage entraîne donc des dommages irréparables.
2.1.3 Les cytokines et le stress oxydatif dans l’OA
Deux cytokines pro-inflammatoires ont été identifiées comme




(Portion de la séquence primaire d’un polypeptide de COLL II)
1er clivage du COLL Il par les
collagénases et formation de
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I 2eme clivage du COLL etLtmat0n de néoépitopes.
L-A-G778 Q779-R-G-I-V-G
Figure 9: Mécanisme de formation des néoépitopes de COLL Il
via l’action des collagénases.
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et al. 2000). Ces cytokines pro-inflammatoires sont sécrétées par la
membrane synoviale et diffusent dans l’articulation jusqu’au cartilage. A ce
site, elles stimulent la sécrétion de facteurs cataboliques par les chondrocytes
tels que les protéases et d’autres cytokines pro-inflammatoires (Martel
Pellertier et al. 1999). L’lL-13 et le INFo médient plusieurs processus
cellulaires pathologiques : Elles augmentent la synthèse des MMPs (Liacini et
al. 2003, Vincenti et al. 1994), inhibent la synthèse des IIMPs, des
collagènes et des protéoglycanes par les chondrocytes. Elles stimulent aussi
la production de médiateurs cataboliques inflammatoires tels que l’oxyde
nitrique (NO), la prostaglandine E2 (PGE2) et les radicaux libres d’oxygène
(ROS) (Henrotin et al. 2003).
II existe d’autres cytokines qui interviennent dans le catabolisme du
cartilage OA incluant l’lL-17. Jovanovic et al. (2000) ont montré que cette
dernière stimule la production des cytokines telles que l’lL-13 et le TNF-a via
les macrophages. De plus, dans les chondrocytes humains OA, l’IL-17 induit
la production du NO et l’expression de la MMP-13 via l’AP-l (Benderdour et
al. 2002; Attur et al. 1997; Martel-Pelletier et al. 1999).
Les cytokines sont en outre capables d’augmenter le niveau du stress
oxidatif via la production de ROS (Heinrich et al. 2001). Dans l’OA, les ROS
sont produits de manière incontrôlée dans l’articulation et contribuent
significativement à la progression de la pathologie. De plus, ils jouent un rôle
d’intermédiaire des voies de signalisation du TNF-a et de l’lL-113 dans les
chondrocytes OA (Mendes et al. 2003; Lo et al. 1996). Ces oxydants sont
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capables de dégrader le cartilage via l’oxydation des composants de la MEC
ou via des modifications post-traductionnelles (MPT) des MMPs par le
mécanisme de « cysteine switch » avec ou sans clivage protéolytique (Gu et
al. 2002; Burkhardt et al. 1986). Ils modifient l’équilibre anabolique
catabolique en diminuant les TIMPs ainsi que d’autres inhibiteurs protéiques
(Shabani et al 1998).
La contribution du NO dans la dégradation du cartilage articulaire OA
est réalisée par son action sur les macromolécules de la MEC et sur
l’expression des enzymes destructrices et/ou inhibitrices, Il est produit dans le
cartilage en grande quantité suite à l’induction de l’expression et de la
synthèse de NO synthétase inductible (iNOS) via les cytokines pro
inflammatoires. Il a été démontré que l’IL-1f3 augmente la dégradation du
cartilage via la production du NO. Murrel et al. (1995) ont montré, qu’in vitro le
NO augmente la synthèse et l’activation des MMPs dans les chondrocytes et
le cartilage articulaire OA. Par contre, in vivo, ils suggèrent que cette
molécule inhibe sélectivement l’expression du INOS. Ceci entraîne une
diminution de la synthèse des MMPs et confère ainsi une protection des
tissus articulaires OA.
Les ROS et le NO agissent sur tes acides gras polyinsaturés de la
membrane et entraînent la production d’aldéhydes, via le processus appelé la
peroxydation lipidique (LPO). Les deux aldéhydes produits en majorité dans
ce processus sont le malondialdéhyde (MDA) et l’hydroxynonénal (HNE).
Dans la littérature, des études ont montré la production de ces aldéhydes par
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les synoviocytes OA in vitro (Grigolo et al. 2003). De plus, Tiku et al. (2000;
2003) ont suggéré que le MDA contribue à la dégradation du cartilage QA par
son action oxydante sur les macromolécules de COLL li. L’implication du
HNE dans la progression de cette pathologie ainsi que sa production dans le
cartilage QA ne sont pas connues.
3 LE 4-HYDROXYNONENAL (HNE)
3.1 Formation et caractéristiques du HNE
Les aldéhydes sont produits lors du processus de la péroxydation des acides
gras insaturés de la membrane. Similaires aux ROS, les aldéhydes sont des
électrophiles qui se lient aux groupes nucléophiliques des protéines, des
(amino) phospholipides et des acides nucléiques. Leur demi-vie relativement
plus longue les rend candidats pour la propagation des dommages du stress
oxydatif. Parmi les aldéhydes, le HNE est considéré comme l’aldéhyde le plus
réactif grâce à ses doubles liaisons Œ et F (figure 10). Cette molécule était
longtemps un sujet de controverses, on la considérait parfois comme un
messager toxique secondaire et parfois comme simplement un marqueur des
dommages tissulaires excessifs (Esterbauer et al. 1991). Cette situation a
récemment changé depuis que le HNE a été identifié comme un constituant
normal des membranes tissulaires chez les mammifères. De plus, plusieurs
études considéraient le HNE comme un modulateur pathophysiologique
grâce à ses capacités d’induire les voies de signalisation (p38 MAPK et JNK),
de stimuler l’activité transcriptionnelle et de modifier les protéines comme




Figure 10: Structure de la molécule du HNE montrant la double liaison cx et 3.
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et al. 2000; Uchida et al. 1999; Chen et al 2001, Leonarduzzi et al. 2004).
3.2 Modes d’action du HNE
3.2.1 HNE & Protéines: modifications post-traductionnelles.
La double liaison Œ ou/et 13 du HNE réagit facilement avec des acides
aminés spécifiques de protéines et des co-enzymes par l’addition de
Michael: le groupement sulfhydryl de cystéines et de l’acide IïpoÏque, le
groupement cL-amine de la lysine et la fonction imidazol de l’histidine. Ces
protéines chimiquement modifiées possèdent toujours une fonction carbonyle
qui subit une réaction secondaire avec les résidus lysine et histidine pour
former une base de Schiif (Cohn et al. 1996; Frigeut et al. 1997).
L’accumulation des protéines modifiées par le HNE, qui sont utilisées comme
des marqueurs du stress oxydatif, dépend de plusieurs facteurs en plus de la
magnitude du stress oxydatif. On peut citer fi) la capacité intrinsèque de la
cellule à métaboliser le HNE en des produits non toxiques (Ishikawa et al.
1986), f ii) sa réduction en 1-4-dihydroxynonene (DHN), (iii) son oxydation en
acide 4-hydroxynonenique fHNA), et f iv), sa conjugaison avec GSH suivit de
son exportation (figure 11). La modification des protéines par le HNE les rend
susceptible à la dégradation. (Bulteau et al. 2001; Davies et al. 1987). La
liaison du HNE est irréversible sauf dans certaines conditions en présence
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Figure 11: Les intermédiaires du métabolisme du HNE.
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Plusieurs études ont démontré que les composantes de la MEC sont
des cibles du HNE. Paradis et aI. (1997) ont été les premiers à identifier les
fibres de collagènes modifiées par le HNE et le MDA dans le foie. Dans les
chondrocytes articulaires de lapins, Tiku et aI. (2000) ont démontré que la
production de MDA par les cellules médient l’oxydation de collagènes
cartilagineux. Ces auteurs proposent que les modifications oxydatives, in
vivo, du collagène par les aldéhydes peuvent entraîner l’altération
biochimique et biophysique du cartilage. Ceux-ci les rendraient sujet à la
dégradation et par conséquent initierait les changements observés dans l’OA.
Dans l’OA, l’origine exacte de la production du HNE, à savoir les
synoviocytes ou les chondrocytes dans les tissus cartilagineux, est mal
définie. Toutefois, Grigolo et al. (2003) ont démontré que les synoviocytes OA
produisent une plus grande quantité de complexe HNE + MDA
comparativement aux cellules normales. Ces aldéhydes (HNE + MDA) sous
leur forme libre ont été détectés dans l’extrait cellulaire de synoviocytes par
un dosage colorimétrique en utilisant un kit commercial. La démonstration de
l’accumulation de complexes d’aldéhydes I protéines dans le tissu articulaire
de patients atteints d’OA est une étape importante dans la compréhension du
processus catabolique et inflammatoire induit par les produits dérivés de la
LPO.
3.2.2 HNE & voie de signalisation
Le HNE semble initier des cascades de signalisation après 5 minutes
d’incubation. Leonarduzzi et al. (2004) ont mis en évidence le rôle du HNE
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Figure 72: Modes d’action du HNE.
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dans l’activation de la famille des MAPKs. La modulation des voies de
signalisation des MAPKs par le HNE est particulière et dépend du type
cellulaire (figure 12).
L’activation des JNKs par le HNE a été démontrée par Parola et al.
(1998) dans des cultures primaires de cellules hépatiques humaines incubées
avec du HNE à 1 pM. Cette activation est associée avec la formation des
complexes HNE-p46 et HNE-p54, deux isoformes de JNKs. L’interaction du
HNE avec les résidues HIS provoque une translocation de JNKs au niveau du
noyau ainsi que son activation. Cela suggère que les kinases en amont de la
cascade de JNKs ne sont pas impliquées et que ces isoformes transloqués
dans le noyau n’ont pas été phosphorylés (Awasthi et al. 2003). Camandola
et al. (2000) ont démontré une augmentation de l’activité de l’AP-l liée à
l’ADN dans les cultures de neurones corticaux de rat exposés à des
concentrations de H N E pro-apoptotiq ues.
Récemment, l’utilisation de neurones sympathiques déficients pour le
gène JNK3 a permis à Bruckner et Estus (Bruckner et al. 2002) de démontrer
que le JNK3 contribue à engendrer la mort du neurone via la production du
HNE. Le HNE (1 pM) induit la phosphorylation de c-Jun, la synthèse du c-jun
et l’apoptose caspase dépendante dans les neurones sympathiques. Dans
une autre étude, Kumagai et al (2000) ont montré dans les cellules
d’épithélium du foie de rat RL34 que le HNE est capable d’induite la
cyclooxygénase-2 (COX-2) via l’activation de la p38 MAPK ainsi que des
MEK 3 / 6 en amont de la p38 MAPK.
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Ruel et al. (1998) ont traité les cellules musculaires aortiques de rat
avec 1 à 2.5 iJM de HNE. Ils ont observé une forte activation de ERK1/2,
d’AP-l et une stimulation du facteur c-jun. Ces données indiquent que le HNE
pourrait être impliqué dans la prolifération cellulaire des cellules musculaires
lisses par l’induction de signaux mitogènes, ce qui pourrait être important
dans l’athérosclérose (Ruef et al. 1998). De même, 25 pM de HNE induit la
sécrétion de fibronectine par les fibroblastes du poumon humain (IMR-90)
suivie de l’activation marquée de ERK 1/2, comparativement à la p38 MAPK
et JNKs.
En outre, la voie de signalisation de transduction du NE-KB est une
autre voie à la réponse au stress et aux cytokines pro-inflammatoires. La
dégradation de l’unité inhibitrice 1kB suite à la phosphorylation de son résidu
sérine est nécessaire à l’activation du NE-KB. Cette étape est médiée par un
complexe 1KB kinase (IKK). Le traitement des cellules musculaires lisses avec
le HNE prévient l’activation du NE-KB (Hattori et al. 2001). Cette dernière
semble provenir d’une interaction directe entre le HNE et le complexe IKK (Ji
et aI. 2001). Cependant, des études conflictuelles indiquent que le HNE induit
l’activation du NE-KB dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux. Ruef
et al. (2001) démontrent que le HNE cause l’activation du NF-KB par
phosphorylation de IKBQ via tyrosine kinase sans dégradation. La signification
de la phosphorylation de IKBQ au niveau de la tyrosine au lieu des résidus
sérines par les signaux de transduction n’a pas encore été élucidée. Les
39
auteurs indiquent que l’activation du facteur NE-KB est fonction de la
concentration du HNE et du type cellulaire.
4 OBJECTIF GÉNÉRAL
Cette étude a pour but l’identification de nouveaux facteurs
susceptibles d’être impliqués dans le développement et/ou la progression des
lésions du cartilage. De nombreuses études ont montré que le stress oxydatif
contribue à la pathogenèse de l’OA causée par un déséquilibre entre le
niveau intracellulaire des ROS et celui des antioxydants. Dans différents
tissus, l’effet cytotoxique des ROS se traduit en partie par la production des
aldéhydes toxiques lors du processus de LPO. Nous proposons dans cette
étude d’investiguer le rôle des aldéhydes, en particulier le HNE, dans le
cartilage humain OA. Son taux est plus élevé dans le plasma et la membrane
synoviale des patients atteints d’OA. Le HNE est considéré comme l’aldéhyde
le plus cytotoxique et génotoxique grâce à ses doubles liaisons Œ et 3. Il est
capable de former des complexes avec les biomolécules telles que les
protéines et l’ADN. Depuis quelques années, des études décrivaient que ces
aldéhydes auraient un rôle dans la modification de la MEC grâce à leurs
propriétés biologiques à se lier au collagène, ce qui rend cette protéine plus
susceptible à la digestion par les collagénases. Par ailleurs, le HNE a été
décrit comme un facteur modulateur du signal de transduction par l’activation
des voies de signalisation des protéines kinases MAPK (p38 MAPK, JNK). À
partir de ces données, nous proposons d’étudier le rôle essentiel de cet
aldéhyde dans le développement de l’OA. Nous nous proposons d’étudier les
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mécanismes biochimiques et moléculaires du HNE impliqué dans la
dégradation du cartilage OA via la modulation du COLL Il et de la MMP-13 au
niveau transcriptionnel et post-traductionnel.
5 HYPOTHÈSES
Des données récentes montrent que la production des aldéhydes de
la LPO par des chondrocytes de lapin, contribue à la modification et à la
dégradation du collagène. Cependant le rôle de ces aldéhydes dans le
cartilage DA est inconnu. Leurs taux dans les fluides synoviaux sont
augmentés lors du développement de l’arthrose sans que l’on ne sache si ces
aldéhydes en sont la cause ou une conséquence. Le HNE, qui est l’objet de
notre étude, est l’aldéhyde le plus réactif comparé aux autres aldéhydes.
Notre hypothèse proposée est que le HNE pourrait jouer un rôle dans la
pathophysiologie de l’OA humaine en tant que facteur favorisant le
catabolisme du cartilage OA (i) par la modification du COLL Il qui le rend plus
susceptible à la dégradation et/ou (ii) par des mécanismes moléculaires
régissant la régulation et le turnover du COLL Il et de la MMP-13. Nous allons
étudier le cartilage articulaire du genou chez les patients atteints d’OA pour
l’identification du complexe HNE I COLL Il et mesurer la susceptibilité de ce
complexe à la dégradation par la MMP-13. D’autre part, nous étudierons
l’effet du HNE sur les voies de signalisation de la MMP-13 et sur les




1. Sélection des spécimens
Des spécimens de liquides synoviaux et de cartilages humains ont été
prélevés à partir de tissus humains sains à l’autopsie (59 ± 11 ans, moyenne
± écart-type; n=5) et de tissus de patients atteints d’OA (69 ± 8 ans) ayant
subit un remplacement total du genou (n=28). Les diagnostiques ont été faits
suivant les critères du Collège Américain de Rhumatologie (Altman et al.
1986). Les patients ayant subit une injection intra articulaire de
corticostéroïde ou d’acide hyaluronique jusqu’à six mois avant l’étude ont été
exclus. Chaque cartilage OA recouvrant la partie osseuse (du condyle
fémoral et du plateau tibial) a été obtenu dans des conditions stériles et
soigneusement disséqué. Le cartilage fibreux a été exclu.
2. Conditions de culture
Les spécimens de cartilage sont rincés, disséqués et les cellules libérées
comme décrit préalablement (Benderdour et al. 2002). Brièvement, les
spécimens de cartilage sont pris de la surface osseuse du genou à
l’exception des tissus de réparation mesenchymale et de l’os sous-chondral.
Les morceaux de cartilage sont digérés à 37°C dans du milieu de Dulbecco’s
modifled Eagle’s medium (DMEM; Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada)
contenant 1 mg/ml de pronase (Sigma, Oakvile, Ontario, Canada) pendant 1
h, suivie par une deuxième digestion au collagénase de type IV à 2 mg/ml
(Sigma) pendant 6 h auquel 10 % de sérum bovin foetal (FBS) (Gibco BRL )
et ioo u t pénicilline I 100 tg/ml de streptomycine (Gibco BRL) ont été
rajoutés. Après la digestion du cartilage, les cellules sont isolées et cultivées
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à haute densité dans des flacons jusqu’à confluence dans du 10% de
FBS/DMEM à 37°C dans une atmosphère humide de 5% C02 et 95 % air.
Les chondrocytes de premier passage sont cultivés à haute densité dans des
puits à raison de i05 / cm2 comme décrits préalablement. 24 heures avant
chaque expérience, le milieu de culture est remplacé par un milieu contenant
1% de FBS. Les manipulations sont effectuées dans ce milieu avec les
différents facteurs étudiés.
3. Concentratïon tissulaire et cellulaire des complexes
HNElprotéine
La concentration tissulaire totale des complexes HNE/protéine est
mesurée dans le liquide synovial et dans des extraits cellulaire de
chondrocytes incubés durant 48 heures avec des concentrations croissantes
de H202, 3-morpholinosydnonimine (SIN), ou TNFŒ pat la méthode d’ELISA
en utilisant un anticorps anti-HNE de souris. Les complexes HNE / albumine
de sérum bovin (BSA) sont utilisés comme standard tel que décrit par
Benderdour et al. (2003). Brièvement, afin de préparer le standard, la BSA à
raison de 5 mg/ml est dissoute dans 50 mM de solution tampon de phosphate
salin (PBS), et incubée à 37°C durant 1h en présence de 0.1 mM de HNE.
Afin d’éliminer le HNE libre, la solution HNE / BSA est filtrée et lavée 4 fois
avec du PBS à l’aide d’un filtre de centrifugation 10 000 MWCO (Millipore).
Un volume de 100 pi de standard HNE / BSA ou d’échantillons sont déposés
dans les puits de microplaques (VWR International) incubés pendant 16 h à
4° C. Les puits sont par la suite lavés 4 fois avec du PBS puis saturés par
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l’ajout de 200 tI de la solution bloquante (5% BSA et 5% de FBS) durant 4h à
la température de la pièce. La solution bloquante est ensuite enlevée et
remplacée par 200 .tl d’anticoprs monoclonal anti-HNE (dilué 1 :1000 dans
0.05 % de Tween-PBS). Les plaques sont incubées à nouveau durant 16h à
4°C. Les puits sont ensuite lavés 4 fois avec la solution Tween-PBS et 200 pi
d’anticorps de chèvre anti-lgG conjugué ont été rajoutés (anti-lapin lgG —
HRP; 1 :50,000 Jackson lmmunoResearch). Les plaques sont alors incubées
durant 2 h à la température de la pièce. Après 4 lavages avec le Tween-PBS,
les puits sont mis en contact avec une solution contenant de l’o
Phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (Sigma) et incubés pendant 10 à
20 minutes à température de la pièce. La réaction est ensuite stoppée avec
50 pi de 2N H2S04. L’absorbance est mesurée par l’utilisation d’un lecteur
universel de microplate EL800 (BIO-TEK instruments, Winooski, VT, USA).
4. Détermination des fragments de COLL li
Les expériences sont conduites avec des explants de cartilage OA en
présence et en absence de concentrations croissantes de HNE (de O à 100
jiM) durant 5 jours. Ensuite, les milieux de culture sont récupérés et les
explants de cartilage homogénéisés dans un milieu contenant 50 mM de Tris
HCL, 10 mM de CaCl2, 0.05% de Brij 35, 2M de hydrochloride guanidine, pH
7.5 comme décrit par Roy-Beaudry et al. (2003). Après centrifugation, les
extraits sont dialysés excessivement avec 50 mM de tris HCL, pH 7.5 puis
collectés pour l’expérience. Le dosage des fragments de COLL Il formés
45
dans le cartilage a été réalisé à l’aide d’un kit commercial (IBEX, Montréal,
Qc).
5. Immunoprecipitation
Pour la détection des complexes HNE / COLL Il ex vivo, les explants de
cartilage QA (—150 mg) ont été incubés pendant 5 jours dans 1% de FBS /
DMEM en présence et en absence de 100 tM de H202, 500 iM de SIN, 10
ng de TNFŒ, et ou 20 tM de HNE comme contrôle positif. Ensuite, les
explants ont été homogénéisés sur glace dans un milieu de 1 ml de RIPA
(150 mM NaCI, 1 mM EDTA, 40 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100) complété
avec des inhibiteurs de protéase et du 2M d’hypochloride de guanidine. Les
extraits ont été dialysés excessivement avec du milieu de RIPA à 4°C sous
agitation. 200 jig d’extraits tissulaires ont été pré-incubés avec la protéine G
(Sigma) à 4°C sous faible agitation et ensuite immunoprécipités avec un
anticorps polyclonal anti-COLL Il humain (1 :500, Calbiochem) dans le milieu
RIPA. Après une incubation de 16 h à 4°C sous faible agitation, la protéine G
a été ajoutée et le tout incubé pendant 2 heures à la température de la pièce
puis centrifugé. La résine a été lavée trois fois avec un tampon RIPA puis
mise dans 100 pi du tampon de chargement contenant du dodécyl sulphate
de sodium (SDS). Un aliquot de 20 pi de protéines immunoprécipitées a été
chauffé à 95°C pendant 3 minutes puis analysé par western blot comme
décrit ci-dessous en utilisant un anticorps polyclonal anti-HNE (1 :1000;
calbiochem) comme anticorps primaire.
6. Susceptibilité des complexes HNEICOLL Il à la dégradation
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Afin d’évaluer la sensibilité du COLL Il modifié par le HNE à la
dégradation par la MMP-13, 20 tg de COLL Il bovin commercial (sigma) ont
été incubés dans un milieu contenant 50 mM de Tris et 10 mM de CaCl2
pendant 1 h en présence et en absence de concentrations croissantes de
HNE (0 à 20 tM). Ensuite, les échantillons ont été soumis à une deuxième
incubation pendant 3 heures à 37°C en présence ou en absence de 0.2 tg de
MMP-13 activée par lAMPA / test comme décrit par Reboul et al. (1996).
Après incubation, les échantillons sont analysés par électrophorèse sur gel
discontinu de polyacrylamine 4-8% (SDS-PAGE). Les gels ont été incubés
dans une solution de bleu de coomassie (0.05 ¾ coomassie brillant blue
R250, 40 % méthanol, 7% acide acétique; Amersham Biosciences) durant 1 h
puis lavés plusieurs fois dans une solution décolorante, contenant 40% de
méthanol et 7% d’acide acétique, jusqu’à ce que les bandes soient visibles.
Ils sont ensuite séchés et plastifiés. Afin de mesurer le pourcentage de COL Il
dégradé, les gels ont été scannés à l’aide d’un Bio-Rad Gel D0cTM 2000 (Bio-
Rad). Les résultats sont calculés en unités relatives des bandes TCA & al et
le pourcentage de dégradation du COL Il est évalué par la mesure du rapport
(TCj / (TC’’ + ai) (Mitcheli et al. 1996).
7. Détection de protéines par Western Blotting.
Des chondrocytes de premier passage ont été traités pendant 48 h en
présence ou en absence de concentrations croissantes de HNE (0 à 20 tM),
de H202 (20 tM), de SIN (100 tM) et de TNFa 10 (ng/mI) pendant différentes
durées d’incubation (de O à 120 minutes ou 48 h). 20 jig de protéines totales
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provenant d’extraits de chondrocytes lysées dans un milieu de RIPA sont
récupérés et dilués dans un tampon d’électrophorèse (8% SDS, 24%
glycérol, 100 mM de Tris à pH 6.8, 4% de 3-mercaptoéthanol et 0.02% de
bleu de bromophénol). Ensuite, les protéines ont été séparées sur un gel
discontinu de polyacrylamide de 4-12% en présence de 0.1% de SDS. Après
migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de
nitrocellulose (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) en utilisant un tampon de
transfert contenant 25 mM de Tris, 192 mM de glycine et 20% de méthanol
comme décrit par Towbin et al. (1979). L’efficacité du transfert est contrôlée
par une brève coloration de la membrane avec une solution de 5% d’acide
acétique contenant 0.1% (plv) de rouge Ponceau S (Sigma Chemical 00.)
Les membranes ont été ensuite rincées plusieurs fois après le transfert
avec une solution de TTBS (20 mM de Tris à pH 7.5, 150 mM de NaCI et 0.1
% de Tween 20), puis saturées durant la nuit à 4°C sous agitation dans du
tampon TTBS contenant 5% de lait écrémé.
Par la suite, les membranes ont été incubées à température ambiante
sous agitation constante en présence des anticorps dilués dans du TTBS
avec 5% de lait écrémé. Les anticorps utilisés sont: un anticorps polyclonal
de lapin anti-HNE (1 :100; Cayman) et un anticorps polyclonal de lapin anti
COLL Il humain (1 :500; calbiochem). Le niveau de phosphorylation a été
détecté pour les MAPKs telles que p38, p54146 et p44142 en utilisant le kit
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PhophoPlus spécifiques (New England Biolabs, Mississauga, Ontario,
Canada).
Les membranes sont alors lavées trois fois avec le TTBS et incubées
pendant 1 h à température ambiante sous agitation avec le deuxième
anticorps (anti-lapin lgG — HRP, 1 :10,000 Jackson lmmunoResearch).
Après plusieurs lavages avec le TTBS, les membranes sont mises en
contact avec un mélange équivolume de deux solutions commerciales du kit
« supersignal blotting substrate» (Pierce) selon les instructions du
manufacturier. Les membranes sont exposées à des films Kodak X-AR5
(Eastman Kodak) et les autoradiographies scannées à l’aide du Bio-Rad Gel
D0cTM 2000 (Bio-Rad). Les résultats sont donnés en unités relatives et sont
exprimés en pourcentage par rapport au contrôle.
8. RT-PCR (Transcription inverse et polymérase en chaîne).
L’ARN total a été extrait de chondrocytes isolés en utilisant le réactif
TRIzol (Invitrogen Life Techonologies) selon les instructions du
manufacturier. L’intégrité et la quantité d’ARN isolés ont été évaluées
respectivement par électrophorèse sur gels d’agarose et par la mesure du
ratio A260 I A280. Des essais de RT-PCR ont été réalisés par l’utilisation d’un
programmeur de température Termocycler (Waterman, Biometra GMbH,
Germany) avec un kit RT-PCR provenant d’lnvitrogen life technology
(Burlington). L’ADNc synthétisé a été amplifié à 95°C durant 1 minute puis à
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60°C durant 30 minutes et enfin à 72°C pour 1 minute suivi par une
incubation finale de 5 minutes à 72°C. Le nombre de cycles pour
l’amplification a été sélectionné d’après la linéarité des produits de PCR
(résultats non présentés).
Les oligonucléotides spécifiques utilisés dans cette étude sont: la MMP
13 humaine 5’-GACTTCACGATGGCAITGCTG-3’ (sense), 5’
GCATCAACCTGCTGAGGATGC-3’ (anti-sense); la COL Il humain 5’-
TAACCACTGCTCCACTCTGG 3’ (sense), 5’- AGTTTCAGGTCTCTGCAGGT
-3’ (a nti-sense), et la GAP D H 5’-CAGAACATCATCCCTGCCTCT-3’ (sense),
5’-GCTTGACAAAGTGGTCGTTCAG-3’ (anti-sense) (Biosource international,
Nivelles, Belgium). Les contrôles négatifs pour la RT-PCR ont été faits en
parallèle (résultats non présentés).
Les produits de PCR (10 rl / 50 pi) ont été analysés et vérifiés par
électrophorèse sur gels d’agarose de 2.2 % (p/v). Des mesures semi
quantitatives de ces produits ont été réalisées en mesurant la densité optique
(en unités arbitraires) de chaque bande à l’aide d’un système numérique (Bio
Rad Gel D0cTM 2000). Les valeurs de chaque bande ont été normalisées par
rapport à celles de la GAPDH. Les données sont exprimées en pourcentage
par rapport au contrôle.
9. Détermination de la MMP-f 3 et du TIMP-f
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Afin d’établir l’effet du HNE sur la synthèse de la MMP-13 et de la TIMP-1,
des chondrocytes OA ont été incubés pendant 48 h comme décrit
précédemment avec des concentrations croissantes de HNE (de 0 à 20 tM).
À la fin de l’incubation, le milieu de culture est récupéré et la concentration de
la MMP-13 et du TIMP-1 est déterminée par des kits d’ELISA (R &D
Systems). Pour la MMP-13, le test a permis de mesurer la forme pro et la
forme active de cette enzyme. La sensibilité est de 7.7 pg/ml et 80 pg/ml pour
la MMP-13 et la TIMP-1 respectivement. L’absorbance est mesurée comme
décrit ci-dessus.
10. Inhibition de la protéine kinase
Pour définir la voie de signalisation impliquée dans la stimulation de la
MMP-13 par le HNE, les chondrocytes ont été incubés pendant 60 minutes
avec des inhibiteurs de différentes kinases comme le PD 98059 (50tM)
(inhibiteur MAPK p44!42; Calbiochem), PDTC (100tM) (inhibiteur de NF-KB;
Sigma) et SB 202190 (10tM) (inhibiteur de la p38 MAPK; Calbiochem) suivie
par une deuxième incubation de 48 h en présence de 10 tM de HNE. La
concentration de la MMP-13 a été ensuite déterminée dans le milieu de
culture comme décrit ci-dessus.
11. Détermination de l’activité de la MMP-13
La forme active de la MMP-13 a été quantifiée dans les milieux de
culture de chondrocytes OA à l’aide d’un kit commercial de Fluorokine (R & D
system) suivant les instructions du manufacturier. La sensibilité du kit est de
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0.008 ng/ml. L’absorbance est mesurée par l’utilisation d’un
spectrofluoromètre (Photon Technology International, Lawrencelli, NJ) à une
longueur d’onde d’excitation de 320 nm et une longueur d’onde d’émission
de 405 nm.
12. Activation de la MMP-13 in vitro par le HNE
100 nM de la pro-MMP-13 recombinant (R & D Systems) ont été
incubés à 37°C pendant 1 h dans 300 pi de milieu contenant 50 mM de Tris
HCI, 10 mM de CaCI2, pH 7.4 en présence de HNE à différents ratios
molaires (MR) de 1:1 à I :l0 (proMMP-13 versus HNE). Le traitement à
I’APMA a été utilisé comme contrôle positif comme décrit par Reboul et al.
(1996). L’activité de la MMP-13 a été mesurée comme décrit ci-dessus.
L’effet protéolytique du HNE et la formation des complexes HNE/MMP-13 ont
été mesurés par western blotting en utilisant un anticorps anti-pro et anti-
active MMP-13 (Cayman) et un anticorps anti-HNE comme décrit ci-dessus.
13. Analyses statistiques
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (erreur standard). La
signification statistique des différences entre les valeurs moyennes est
ensuite évaluée par le test de t-student non apparié. Les résultats sont
statistiquement significatifs lorsque la valeur de p <0.05.
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RÉSUMÉ DE L’ARTICLE
OBJECTIF: Le but de cette étude était d’investiguer le rôle d’un produit de la
péroxydation lipidique, le 4-hydroxynonenal (HNE), dans la dégradation du
cartilage arthrosique (OA) via la modulation du collagène type Il (COLL Il) et
la MMP-13. MÉTHODES : La concentration de HNE a été déterminée par
ELISA dans le liquide synovial et dans des chondrocytes OA isolés, traités
avec des donneurs de radicaux libres (RL). La formation des complexes
HNE/COLL Il a été mesurée dans des explants de cartilage par
immunoprécipitation. L’expression du COLL Il et de la MMP-13 au niveau
protéique et ARNm a été investiguée par RT-PCR, western blotting et par des
Kits commerciaux. De plus, nous avons évalué l’effet de la liaison du HNE sur
le COLL Il et la MMP-13. RÉSULTATS : Nos résultats montrent que le niveau
des complexes HNE/protéine est plus élevé dans les liquides synoviaux OA
comparativement aux sujets normaux et dans les chondrocytes OA traités
avec des donneurs RL comparativement aux cellules non traitées. Dans les
explants de cartilage, la dégradation du cartilage induit par le HNE a été mise
en évidence par la génération de fragments de COLL Il. Nous avons montré
que la modification du COLL Il par le HNE accélère sa dégradation par la
MMP-13. La concentration des complexes HNE/COLL Il augmente dans les
explants de cartilages OA incubés avec des donneurs de RL. Nous avons
aussi démontré que le HNE inhibe l’expression du COLL Il et du TIMP-1 mais
par contre induit l’expression de la MMP-13 l’activation de la p38 MAPK. In
vitro, la MMP-13 a été identifié comme une cible du HNE et est activé par ce
dernier à un ratio molaire de 1:102 (MMP-13 vs HNE). CONCLUSION: Nous
54
suggérons dans cette étude un nouveau mécanisme liant le stress oxydatif à
la dégradation du cartilage OA. Ce mécanisme met l’emphase sur
l’implication du HNE dans les modifications transcriptionnelles et post
traductionnelles du COLL Il et de la MMP-13 dans la pathophysiologie de
l’OA.
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ABSTRACT
OBJECTIVE: The 4-hydroxynonenal (HNE), a lipid peroxidation product, is
prominently produced in osteoarthritic (OA) synovial ceils, but its specific
contribution in cartilage destruction is flot understood. This study was
designed to test whether HNE signalling and bindîng are involved in OA
cartilage degradation through type Il collagen (COLL Il) and matrix
metalloproteinase-13 (MMP-13) modulation. METHODS: HNE level was
determined by Elisa in synovial fluids and in isolated OA chondrocytes treated
with free radicals (FR) donors. The formation of the HNE/COLL Il adducts
was measured in cartilage explants by immunoprecipitation. Levels of COLL
Il and MMP-13 mRNA and protein were determined by RT-PCR, Western
blottïng and commercial kits. RESULTS: Our data showed that HNE/protein
adducts levels were higher in OA synovial fluids compared to normal, and in
OA chondrocytes treated with FR donors compared to untreated celis. In
cartilage explants, HNE induces COLL Il cleavage as established by
neoepitopes generation. The level of HNE/COLL Il adducts was increased in
OA cartilage explants incubated with FR donors. Modification of COLL Il by
HNE accelerates its degradation by active MMP-13. In isolated OA
chondrocytes, HNE inhibits COLL Il and TIMP-1 expression and induces
MMP-13 mainly through p38 MAPK activation. In vitro, HNE binding to MMP
13 activates this enzyme at a molar ratio cf 1:100 (MMP-13 vs HNE).
CONCLUSION: The increased level cf HNE in OA cartilage and the ability cf
HNE to induce transcriptional and post-translational modifications cf COLL Il
and MMP-1 3 suggest that this aldehyde could play a role in OA.
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INTRODUCTION
The deterioration and Ioss of articular cartilage leading to an
irreversible impairment of joint motion are the final pathogenic events
common to osteoarthritis (OA). This progressive condition develops in
response to mechanical and environmental stimuli, and is orchestrated by
growth factors and cytokines, which act through several signalling cascades
(1-3).
Cartilage extracellular matrix (ECM) consists of two major components:
a type Il collagen (COLL Il) and proteoglycan aggregates composed of a non
covalent association between aggrecan, hyaluronate and Iink protein (4:5). In
QA, proteoglycan degradation is thought to be an early and reversible
process, whereas the breakdown of the collagen network is believed to be
irreversible (6-8). b maintain a healthy collagen network, chondrocytes
continuously remodel the ECM, albeit slowly (9:10). Changes in the capacity
of chondrocytes to maintain collagen network are likely to affect the integrity
of the cartilage matrix and thereby influence the resistance to cartilage
degeneration. Specifically, chondrocytes secrete large amount of matrix
metalloproteinases-1 3 (MMP-1 3), an enzyme that preferentially cleaves
COLL Il (11;12). In OA chondrocytes, regulation of MMP-13 expression
involves various cytokines including interleukin-13 (IL-113), IL-17, and tumour
necrosis factor Œ (TNFŒ) (11:13).
Oxidative stress plays a crucial role in maintaining and sustaining
cartilage degradation. In articular chondrocytes, evidence has been provided
that reactive oxygen species (ROS) were involved as signalling intermediates
58
for TNFŒ and IL-113 (14;15). It has been suggested that ROS produced inside
the joint may contribute significantly to the pathogenesis of OA, since these
inorganic oxidants are able to degrade cartilage via oxidation of ECM
components or post-translational modification (PTM) of MMPs (16:17). PTM
cf these enzymes by ROS resuits in their activation by the “cysteine-switch”
mechanism with orwithoutfurtherproteolysis (17:18). Furthermore, ROS may
shift the balance of proteolytic potential by decreasing the production and/or
the activity of tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) (19).
ROS-induced Iipid peroxidation (LP0) of membrane polyunsaturated
fatty acids results in aldehydes production. Similar to ROS, aldehydes are
electrophiles that bind ta the nucleophilic groups of proteins, but their
relatively longer haif-life make them candidates for the propagation of
damage to neighboring cells (20:21). Under intense oxidative stress, the level
of aldehydes becomes very significant and this increase is believed to
contribute to the development of many pathological conditions (21). 0f
specific interest to this study is 4-hydroxynonenal (HNE), the principal Œ,f3-
unsaturated aldehyde formed from LPO of both o-3 and o-6 polyunsaturated
fatty acids, whose formation is enhanced in synoviocytes from OA patients
(22). Within celis, most HNE is generated through uncontrolled non
enzymatic reactions during LPO, and its homeostasis seems ta be regulated
primarily by its metabolism. Whether HNE is a “second toxic messenger”, as
first hypothesized by Esterbauer and colI. (23), or merely represents changed
marker of extensive tissue damage, has long been a subject of controversy.
This situation changed recently, when HNE was found ta be a normal
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constituent of mammalian tissue membranes. In addition, growing evidence
supports a role for HNE as a (patho)physiological modulator cf signal
transduction and PTM (21;24-26). The electrophilic nature of HNE makes it
highly reactive with specific amino acid of proteins via Michael-type addition:
the sulfhydryl group of cysteine (CYS) or lipoic acid, the g-amine group cf
lysine, or the imidazol function cf histidine (23). These chemically modified
proteins undergo varicus changes in their function (26).
To gain additional insight into the potential role cf aldehydes in
cartilage catabolism, we tested the hypothesis that HNE affects COLL Il
turnover and MMP-13 expression. Accordingly, two major data were obtained
in this study. At post-translational level, our resuits showed that HNE binding
accelerates COLL II degradation and activates MMP-13, possibly via PTM. At
protein and mRNA levels, we report that HNE inhibits COLL Il expression but,
in contrast, induces MMP-13. By these mechanisms, the contribution cf HNE
in the impaired cartilage COLL II turnover may help te elucidate the etiolcgy
ofOA.
MATERIALS AND METHODS
Specimen selection. Synovial fluids and cartilage specimens were obtained
from normal subjects at autcpsy (59 ± 11 years, mean ± SE) and patients with
OA (65 ± 7 years, mean ± SE) whc underwent total knee joint replacements
(n=28). Diagnosis was established according te the American College cf
Rheumatology criteria (27). OA cartilage (femoral condyles and tibial
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plateaus) was obtained under aseptic conditions and carefully dissected from
the underlying bone in each specimen.
Culture conditions. Cartilage specimens were rinsed, diced and celis
released as previously described (13). Cartilage pieces were digested at
37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco BRL, Burlington,
Ontario, Canada) with 1 mg/ml of pronase (Sigma, Oakville, Ontario, Canada)
for 1 hour, followed by 2 mg/ml of type IV collagenase (Sigma) for 6 hours
supplemented with 10 % heat inactivated foetal bovine serum (FBS) (Gibco
BRL) and 100 U/mI penicillin / 100 pgImI streptomycin (Gibco BRL). After
cartilage digestion, isolated chondrocytes were seeded at high density in
culture flasks until confluence in 10% FBS/DMEM at 37°C in a humidified
atmosphere of 5% 002/ 95% air. First passage chondrocytes were seeded at
cells/cm2 in tissue culture plates as described above. 24 hours prior to
experiment, the medium was replaced by a fresh medium containing 1% FBS
and experiments performed in this medium supplemented with the factors
under study.
Tissue levels of HNElprotein adducts. Total tissue levels of HNE/protein
adducts were assessed in synovial fluids and cellular extracts of
chondrocytes incubated for 48 h with increasing concentrations of H202, 3-
morpholinosydnonimine (SIN), or TNFŒ using a house enzyme-linked
immunoabsorbent assay (Elisa) as described previously (26).
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Determination of COLL II cleavage. Experiments were conducted with OA
cartilage explants in the presence or absence of increasing concentrations of
HNE (0 to 100 tM) for 5 days. Then, the culture medium was collected and
cartilage explants homogenized in extraction buffer 50 mM Tris HCI, 10 mM
CaCI2, 0.05% Brij 35, 2 M guanidine hydrochioride, pH 7.5 as described by
Roy-Beaudry and colI. (28). After centrifugation, extracts were dialyzed
extensively against 50 mM Tris HCI, pH 7.5 and then collected for assays.
The C-2-C assay was used to measure COLL Il cleavage (IBEX, Montreal,
Qc).
lmmunoprecipitation. For the detection of HNE/COLL Il adducts, OA
cartilage explants (—150 mg) were incubated for 5 days in 1%FBS/DMEM
with or without 100 jiM H202, 500 tM SIN, 10 ng TNFŒ, or 20 pM HNE as
positive control. Then, explants were homogenized on ice in 1 ml of RIPA
buffer (150 mM NaCI, 1 mM EDTA, 40 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100),
supplemented with protease inhibitors, 2 M guanidine hydrochioride and the
extracts dialyzed overnight against RIPA buffer at 4°C. 200 pg ot tissue
protein were pre-incubated with protein G resin (Sigma) at 4°C, and then
subjected to immunoprecipitation with rabbit anti-human COLL Il antibody
(1:500; Calbiochem) in RIPA buffer (26). After overnight incubation, protein G
resin was added and the mixture incubated for 2 h and centrifuged. The resin
was washed with RIPA buffer and proteins were removed from the resin by
the addition of 100 j.iI undiluted sodium dodecyl sulfate (SDS)-loading buffer.
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The immunoprecipitates were analyzed by western blot using rabbit anti-HNE
antibody (1:1000; Calbiochem) as primary antibody.
COLL Il digestion assay. To evaluate the susceptibility of HNE-modified
COLL Il to degradation by MMP-13, 20 jig of COLL Il from bovine cartilage
(Sigma) was incubated in a buffer containing 50 mM Tris, 10 mM CaCI2, for 1
h with or without increasing concentration of HNE (0 to 20 tM). Samples were
then incubated for 3 h at 37°C in the presence or absence of APMA-activated
MMP-13 (0.2 tgIassay) as described by Reboul and cou. (11). After
incubation, samples were subjected to discontinuous 4-8% SDS
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) after which the protein
bands were stained in 0.5% Coomassie blue. Then, gels were scanned using
Bio-Rad Gel D0cTM 2000 (Bio-Rad) and protein levels corresponding to TCA
and al bands are quantified by densitometric analysis and expressed in
relative units. Collagen degraded (%) = (TC’)/(TC’’+a1) (11).
Protein detection by western blotting. 20 jg of total proteins from
chondrocyte lysates treated with different factors were subjected to
discontinuous 4-12% SDS-PAGE and transferred electrophoretically onto
nitrocellulose membranes (Bio-Rad). Membranes were immersed overnight at
4°C in blocking buffer (Pierce) and incubated again in blocking buffer
containing rabbit anti-HNE (Cayman) or rabbit anti-human COLL Il
(Calbiochem). Levels of phosphorylation were detected for the p38, p54/46,
and p44/42 mitogen-activated protein kinases (MAPKs) using specific
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PhosphoPlus kits (New England Biolabs). Then, membranes were washed
with Tween-Tris-buffered saline (TTBS: 0.05% Tween, 20 mM Tris HCI, 150
mM NaCI, pH 7.5), and incubated for 1 h with goat anti-rabbit lgG-horseradish
peroxidase conjugate (Jackson Immuno Research). Immunoreactive proteins
were visualized with Supersignal blotting substrate (Pierce). The membranes
were exposed to Kodak X-AR5 film (Eastman Kodak) and the
autoradiographs were scanned with the Bio-Rad Gel D0cTM 2000.
Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). Total RNAs
were extracted from isolated chondrocytes with TRIzol (Invitrogen Life
Technologies) according to the manufacturer’s specifications. RT-PCR
assays were carried out using SuperScript RT-PCR kit manufactured by
Invitrogen life technology (Burlington). 1 ig of total RNAs was reverse
transcribed into complementary DNA (cDNA) by incubation at 42°C for 30
min. The synthesized cDNAs were amplified for 25 cycles at 95°C for 1 mm,
60°C for 30 sec, and 72°C for I min with a final incubation at 72°C for 5 min.
Each reaction contained 100 ng ofthe following sense and anti sense specific
primers: human MMP-1 3 sense 5’-GACTTCACGATGGCATTGCTG-3’ and
antisense 5’-GCATCAACCTGCTGAGGATGC-3’, human COLL Il sense 5’-
TAACCACTGCTCCACTCTGG-3’ and antisense 5’-AGTTTCAGGTCTCTGC
AGGT-3’, human GAPDH sense 5’-CAGAACATCATCCCTGCCTCT-3’ and
antisense 5’-GCTTGACAAAGTGGTCGTTCAG-3’ (Biosource international).
Negative controls for RT-PCR were also run in parallel (data not shown).
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PCR products were separated on 2.2% agarose gel and scanned. cDNA
values for MMP-13 and COLL Il were normalized to that of GAPDH.
Determination of MMP-13 and TIMP-1. For the HNE dose-response curves,
chondrocytes were incubated 48 h as described above with increasing
concentrations of HNE (0 to 20 tM). Following incubation, the culture medium
was collected and the MMP-13 and TIMP-1 levels were determined using
specific Elisa kits (R&D system). For MMP-13, the assay permits the
measurement of both pro- and active MMP-13.
Protein kinase inhibition: Te define the pathways involved in activating
HNE-induced MMP-13 production, chondrocytes were pre-incubated for 60
min with PD 98059 (50 tM) (p44142 MAPK inhibitor; Calbiochem), PDTC (100
jiM) (NE-KB inhibitor: Sigma), and SB 202190 (10 pM) (p38 MAPK inhibitor;
Calbiochem) followed by the addition cf 10 tM HNE for 48 heurs. Following
incubation, MMP-13 levels were determined in the culture medium as
described above.
MMP-13 activïty: The active form cf MMP-13 was quantified in conditioned
OA chondrocytes media using a Fluorokine Enzyme Kit (R & D systems)
according to the manufacturer’s instructions. The sensitivity cf the kit is 8
pglml. The absorbance was measured using spectrofluorometer (Photon
Technology International, Lawrenceville, NJ) at an excitation wavelength cf
320 nm and an emission wavelength of 405 nm.
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MMP-13 activation in vitro: 100 nM of recombinant proMMP-13 (R & D
systems) was incubated at 37°C for 1 h in 300 tl of a buffer containing 50 mM
Tris-HCI, 10 mM CaCI2, pH 7.4 with HNE at different molar ratios (MR) from
1:1 to i:103 (proMMP-13 vs HNE). APMA treatment was used as positive
control. MMP-13 activity was assayed as described above. The proteolytic
effect of HNE and HNE/MMP-13 adducts formation were evaluated by
western blotting using antibodies anti-pro and active MMP-13 or anti-HNE as
described above.
Statïstical analysïs: The data are expressed as the means ± SE. Statistical
significance was assessed by Student’s unpaired t test and P values less
then 0.05 were considered significant.
RESULTS
HNE/protein adducts levels. This part of the experiment was designed to
verify the presence of HNE/protein adducts in synovial fluid of OA patients
compared to healthy individuals and is reported in Figure lA. HNE/protein
adducts levels were 1 .6 fold higher in OA synovial fluids compared to that of
normal (p 0.01).
To confirm that modification of proteins by HNE is an oxidative stress
dependent process, HNE/protein adducts levels were quantified in cellular
extracts of OA chondrocytes incubated with increasing levels of H202, SIN
and TNFa. Data show that ail these factors induce the formation of
HNE/protein adducts in OA chondrocytes (Figures lB & 1C). The
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corresponding HNE/protein adducts profile generated following incubation of
OA chondrocytes with these mediators is reported in Figure 1 D. As shown in
this Figure, the intensity of immunoreactive bands increases in the presence
of 20 tM H202, 100 iM SIN, 10 ng/ml TNFc or 10 tM HNE and mostly had a
molecular weight superior to 60 kDa (MW 60 kDa).
HNE-induced COLL Il cleavage. COLL Il is the major component of ECM in
articular cartilage. To assess the action of HNE on COLL Il turnover, we have
evaluated cartilage degradation by measuring MMP5-generating COLL Il
epitopes using a specific commercial kit that measured C-2-C epitopes of
COLL Il. As illustrated in Figure 2A, exposure of cartilage explants ta HNE
increased cleaved COLL Il fragments in cartilage extracts in a dose
dependent manner. COLL Il fragments reached significance at 20 iM of
HNE. However, the level of cleaved COLL Il fragments was not changed in
the culture medium in the presence of HNE (data flot shown).
To test the consequences of COLL Il modification by HNE, in vitro
experiments were performed ta evaluate the susceptibility of HNE/COLL Il
adducts to degradation by active MMP-13. 20 tg of commercial COLL Il was
incubated in the presence or absence of increasing concentrations of HNE (0
to 20 M) followed by a second incubation with buffer (control) or 0.2
tg/assay activated MMP-13 for 3 h. After Coomassie blue coloration, gel
analysis revealed that HNE accelerates COLL Il degradation by activated
MMP-13 whereas the presence of HNE alone does flot affect significantly
COLL Il (Figure 2B). With the presence of 20 iM of HNE, the enzyme
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digested 95% of COLL Il compared to native COLL 11(60% of degradation),
while in untreated samples with MMP-13, HNE induced a faint spontaneous
degradation of COLL Il.
To confirm the formation of HNE/COLL Il adducts, OA cartilage
explants were incubated for 5 days with FR donors (H202, SIN), TNFa, or
HNE (positive control). After protein extraction, cartilage extracts were
immunoprecipitated with rabbit anti-human COLL Il antibody and then
subjected to western blotting. Using anti-HNE, our results revealed a signal
corresponding to HNE/COLL Il conjugates, whose intensity was increased in
the presence of 100 iM H202, 500 tM SIN, 10 ng/ml TNFŒ, or 20 tM HNE
(Figure 20). Extracts from untreated OA cartilage revealed a very low signal.
COLL Il ïnhibition by HNE. 10 evaluate the effect of HNE on COLL Il
expression in OA chondrocytes, cells were incubated with increasing
concentrations of HNE for 48 h. As shown in Figures 3A & 3B, HNE inhibits
COLL Il at protein and mRNA levels in a dose-dependent manner. This effect
reaches significance at concentration 5p.M. However, HNE had no effect on
other collagens such as type I collagen as shown by western blotting (data
flot shown).
MMP-13 and TIMP-1 regulation by HNE. In cartilage, MMP-13 is the most
important enzyme implicated in COLL Il degradation during the OA process.
b assess the role of HNE in the induction of this enzyme, we evaluated its
activity and expression in OA chondrocytes. Figure 4 reports MMP-13 activity
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(Figure 4A), protein level (Figure 4B), and mRNA expression (Figure 40)
following HNE exposition. After 48 h of incubation, HNE significantly induced
MMP-13 activity and protein synthesis in a dose-dependent manner (Figures
4A & 4B). Similarly, RT-PCR for MMP-13 shows the generation of 450 pb
bands in the basal and stimulated conditions. In the presence of 10 iM of
HNE, the level increased 2.5-fold compared to untreated ceNs (Figure 40).
In vivo, because MMP-13 activity is controlled by TIMP-1 level, we
further studied the effect of HNE on TIMP-1 synthesis in OA chondrocytes.
Compared to the control, 10 jiM HNE reduced 20% of the TIMP-1 protein
level in the culture medium (Figure 4D).
p38 MAPK mediates HNE-induced MMP-13. To gain insight into the
signalling pathway activated by HNE in human OA chondrocytes, we first
examined the HNE-induced phosphorylation patterns of MAPKs over
increasing periods of time. Dur data indicate that p38 MAPK was rapidly and
strongly phosphorylated within minutes of stimulation. Activation peaked at
30 min of incubation and declined slightly at 120 min (Figure 5A). However,
our resu Its showed that HNE is a weak activator of p44/42 and p54146 MAPK,
as only slight phosphorylation of these MAPKs was observed after 30 min of
stimulation. In order to better define the HNE signalling cascades involved in
MMP-13 synthesis, OA chondrocytes were preincubated with chemical
inhibitors of p38 MAPK (SB202190), p44142 (PD98059) and NF-KB (PDTC)
before adding 10 iM HNE. As seen in Figure 5B, only treatment with
SB202190 significantly reduced HNE-induced MMP-13 synthesis.
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MMP-13 as a potentïal target of HNE. HNE is an endogenous aldehyde
that binds to several enzymes and modulates their activities. In an attempt to
explain the increase in MMP-13 activity observed in treated OA chondrocytes
with HNE, we tested the hypothesis of potential MMP-13 activation by HNE
binding to this enzyme. Figure 6A shows that proMMP-13 is activated by
HNE, depending on the MR (proMMP-13 vs HNE). The enzyme was
activated by HNE at MR of 1:102 but inactivated at MR 1:i03. As positive
control, APMA treatment resulted in strong activation of MMP-13.
Furthermore, the proteolytic activity cf HNE-activated proMMP-13 was
assessed using an antibody that binds to pro and active forms of MMP-13.
Analysis of HNE-activated proMMP-13 by western blotting identified only one
band corresponding to proMMPl3 (molecular weight 60 kDa) (Figure 6B).
For the sake of comparison, the activation of proMMP-13 by APMA (positive
control) generated a second band cf 46 kDa. To confirm the formation of
HNE/MMP-13 adducts, we performed western blotting of recombinant MMP
13 incubated with HNE as indicated above. Using anti-HNE antibody, protein
complexes corresponding to HNE/MMP-13 conjugates were revealed, whose
intensity was proportional ta HNE concentration (Figure 6B). Samples from
untreated enzymes did not show any signal.
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DISCUSSION
The present study evaluated the presence of HNE, an LPO-end
product, in OA synovial fluids and chondrocytes, and its catabolic effects in
articular tissues. We found that HNE/protein adducts were increased in OA
patients compared to normal individuals. With the ultimate goal of clarifying
the catabolic role of HNE in OA, we documented its ability to affect COLL li
and MMP-13 attranscriptional and post-translationaI levels.
We have documented a significant increase in the level cf endogenous
HNE in its adducted form from OA synovial fluids compared to control
subjects. These data are in concordance with that cf Grigolo and coll. (22)
who reported higher levels of both malondialdehyde (MDA) and HNE in OA
human synoviocytes compared to normal cells (22). Secondly, isolated OA
chondrocytes incubated with INFa or FR donors provided direct evidence for
the implication of these mediators in HNE production, given that ail these
factors were able to increase HNE/protein adducts levels in cellular extracts.
Previous studies have demonstrated that cytokines such as lL-1 and INFa
are able to induce the LPO process in several types of ceils (29;30). Laskey
and ccli. have aIse repcrted the ability of SIN to induce this process by
peroxynitrite generation (31). By Western biotting, the analysis cf HNE
modified proteins indicated that their moiecular weight is situated at 60 kDa.
We speculate that the modification cf proteins (MW 60 kDa) by HNE could
have an impact on protein structure and function.
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Several unes of evidence indicate increased ROS production in OA
tissues in response to mechanical stresses or inflammatory mediators such
as IL-113 or TNFŒ (15;32). The accumulation of ROS-related products in
synovial fluids and cartilage has been observed in experimental and clinical
models of arthritis, suggesting the implication of ROS in the disease (33:34)
but factors promoting increased accumulation of HNE/protein adducts in OA
remain to be clarified. These include the antioxidants enzymes inactivation,
NADPH redox status and glutathione (GSH) regeneration. Another factor
ought to be considered in addition to an increased production of ROS is the
intrinsic capacity of the cells to metabolize HNE, free or bound, to non-toxic
products. This can occur through fi) reduction to 1,4-dihydroxynonenol by
aldose reductase (35), (ii) oxidation to 1,4-dihydroxynonenoic acid by
aldehyde dehydrogenase followed by its rapid removal by the fatty acid
carrier (35), (iii) conjugation with GSH by the glutathione-S-transferase (GST)
followed by export (35). There is no literature data about the activity and
expression of these enzymes in OA. In patients with rheumatoid arthritis,
Mattey and co-workers demonstrated that disease severity is related to a nuIl
polymorphism at the GSI Ml Iocus (36;37). In OA, additional work is needed
to evaluate the Iink between the capacity of HNE metabolizing enzymes,
HNE/protein adducts accumulation, and in turn OA development.
To clarify the role of HNE in OA, we investigated its effect on COLL II
synthesis and degradation. In isolated OA chondrocytes, our data showed
that HNE inhibits COLL II synthesis at protein and mRNA levels. In contrast to
COLL I, the transcriptional regulation of COLL II by LPO-end products has flot
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been clarified yet. Garcia-Ruiz and cou. (38) have suggested that MDA
stimulated COLL I gene expression by inducing the synthesis of Spi and Sp3
and their binding to the promoter region. lnterestingly, these transcription
factors mediate lL-i3 -down regulation of COLL II in articular rabbit
chondrocytes (39). Thus, it is tempting to speculate that the reduction of
COLL Il by HNE in OA chondrocytes results from the activation of Spi and
Sp3 transcription factors. Using OA cartilage explants, we showed that HNE
increases COLL Il degradation as measured by COLL Il fragments and
hydroxyproline release (data flot shown). The observation that HNE induce
COLL Il degradation could be attributed to its direct action via its binding or to
indirect action via MMPs modulation. AIl data suggest that HNE decrease
COLL Il content in cartilage under two distinct pathways: fi) inhibition of COLL
Il synthesis and deposition by chondrocytes and/or (ii) COLL II breakdown.
One major finding of this study was the direct immunologica) evidence
for the ex vivo HNE/COLL Il adducts in QA cartilage. The HNE/COLL Il
adducts levels increased in response to TNFŒ, SIN or HNE within the tissue.
The formation of adducts was faintly observed in untreated cartilage. These
data provide a biochemical due to a structural change of COLL Il in OA
cartilage. ut suggests that, under oxidative stress, COLL Il will be a target for
HNE binding. Our results, showing an increased accumulation of HNE/COLL
Il adducts in OA cartilage, concur with other reports indicating that the
incubation of chondrocytes with calcium ionophore results in the
accumulation of protein oxidation and, in turn, to matrix degradation (40).
Additionally, it has been identified that COLL Il was a potential target to MDA
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binding (41). Furthermore, we have investigated the vulnerability of HNE
modified COLL Il to the degradation. Our results clearly show that HNE/COLL
Il adducts were digested rapidly by this enzyme compared to native COLL Il.
In a similar process, previous studies have indicated that ROS mediate
cartilage degradation via oxidative damage of cartilage components (42). Our
data are therefore consistent with the evidence that oxidatively modified
proteins are highly sensitive to proteolytic breakdown (43:44). The in vivo and
in vitro experiments demonstrated a clear link between oxidative protein
modifications and protein turnover (45). The alteration of protein turnover by
ROS exposure was attributed to alteration in primary, secondary, and tertiary
structures of protein (46). The fact that HNE increased the proteolytic
susceptibility of COLL Il suggests the presence of changes of the protein
structure. The triple helical structure of collagens is normally resistant to
enzymatic digestion (47). However, once the collagens are oxidatively
modified, the fibrils become highly susceptible to proteolytic degradation
(48;49).
It is commonly believed that MMP-13 is considered the most important
MMPs involved in cartilage degradation. b date, numerous cytokines and
factors are known to up-regulate the production ofthe MMP-13. In this study,
we clearly showed that HNE increases MMP-13 activity, protein synthesis,
and mRNA levels. This effect occurs at the transcriptional level and requires
the activation of p38 MAPK but flot p54146 and p44142 MAPK, in contrast to
cytokines signalling pathways involved in MMP-13 synthesis (50:51). The
HNE signalling pathways are not, however, limited to activating p38MAPK.
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Previous studies reported that HNE activates p54/46 and p44142 MAPK (52).
Downstream, we demonstrated that HNE-induced MMP-13 production is
associated with increased AP-1 binding and c-jun phosphorylation (data flot
shown). The AP-1 transcription factor plays an essential role in the
transactivation of MMP-13 in response to cytokines (13).
b determine whether modification of MMP-13 by HNE resulted in its
activation, we conducted additional experiments in vitro by incubation of
recombinant proMMP-13 with increasing concentrations of aldehyde. We
report for the first time that HNE activates MMP-13 at MR 1:102 (MMP-13
vs HNE). By the use of anti-pro and active MMP-13, western biot analysis
revealed the presence of only one specific band of 60 kDa, suggesting that
the activation of MMP-13 by HNE could occur by conformational change
without proteoiytic cleavage of its prodomain. Ail these modifications are
consistent with previous studies reported by Bescond and co-workers (53)
showing the activation of proMMP-2 by homocysteine without proteolytic
cleavage. MMP-13 is activated by the exposure of Zn2 in the active site
following disruption of the Zn2-CYS interaction, a mechanism known as the
CYS switch (54). CelIular mechanisms responsible for MMP-13 activation
have been proposed by which MMP-14 and MMP-2 would act by forming a
proteolytic activation cascade to process the proMMP-13 to the fuliy active
enzyme (55). In addition, a second mechanism of MMPs activation was
proposed that inciudes direct interaction of ROS and NO with CYS under
oxidative stress conditions (17;56). Knowing the chemical reactivity of HNE
to CYS residue and the available structure information of MMP-13, we
75
attempt to speculate that HNE at low concentrations activates MMP-13 by
disrupting the Zn2-CYS interaction. However, at high level, the inactivation of
MMP-13 by HNE binding could be attributed to its reactivity with histidine
residue at active site. At neutral pH, HNE reacts preferentially with cysteine
and lysine residues compared to histidine. According to these data, we
suggest that HNE regulates MMP-13 activity by cysteine and lysine
modification followed by histidine modification. This mechanism remains to be
demonstrated.
In conclusion, our data demonstrate new evidence for the catabolic
role of HNE, an oxidative stress-related product, in the pathophysiology of
OA. We suggest that the accumulation of HNE/protein adducts in articular
tissues may be a relevant marker of oxidative stress-related events linked to
OA development. Modification of cartilage COLL Il by HNE increases its
vulnerability to degradation by MMP-13. Moreover, the latter was shown to be
activated by HNE binding. To the best of our knowledge, MMP-1 3 has not yet
been considered to be an HNE target. In addition, HNE has the ability to
down-regulate COLL Il and TIMP-1 synthesis with a concomitant up
regulation of MMP-13 activity and expression. Ptovided that HNE binding to
MMP-13 results in its activation, it could potentially be reversed by an HNE
sequestering drug treatment (57). However, to predict the potential impact of
such therapeutic strategy on QA development, additional work is needed to
clarify whether an increase in HNE/COLL Il and/or HNE/MMP-13 adducts is
part of the catabolic events that can contribute to cartilage degradation.
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Figure 1. Quantification and characterization of HNElprotein adducts by
Elisa and western blotting. (A) HNE/protein adducts in synovial fluids from
normal subjects (n5) or patients with OA (n=18) and (B & C) in cellular
extracts of chondrocytes treated with H202, SIN, or TNFŒ (n=3) were
measured by Elisa. (D) Characterization of HNE/protein adducts profile by
western blotting using polyclonal anti-HNE. Cellular extracts of chondrocytes
were recovered from (B & C). Data are means ± S.E. of indicated n values.
Statistics: Student’s unpaired t test; * p<O.05, ** p<O.O1, p<O.00l.
Figure 2. HNE induces COLL Il degradation and modification. (A) OA
cartilage explants were incubated with increasing concentrations of HNE for 5
days. COLL II degradation was evaluated by the quantification of C-2-C
epitopes of COLL li in cartilage explants. (B) 20 tg of commercial COLL Il
was incubated with increasing concentrations of HNE and then digested with
active MMP-13 for 3 h followed by SDS-PAGE. The % COLL Il degradation
was assessed as described in materials and methods. (C) OA cartilage
explants were incubated with or without 100 tM H202, 500 jiM SIN, 10 ng/mI
INFa, or 20 tM HNE for 5 days and cartilage extracts were subjected to
immunoprecipitation and western blotting using anti-HNE antibody. Data are
means ± S.E. of n3. Statistics: Student’s unpaired t test; * p<005 **
p<0.Ol, p<0.001.
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Figure 3. Dose-dependent effect of HNE on COLL II expression. OA
chondrocytes were incubated with increasing concentrations of HNE for 48 h.
Total proteins (A) and RNA (B) were extracted from treated OA chondrocytes
and proceeded as described in material and methods. Quantification of
protein and mRNA levels (arbitrary units) was achieved by densitometry
analysis. mRNA levels were normalized to those of GAPDH mRNA and
expressed as a percentage of untreated celis. Data are means ± S.E. of n=3.
Statistics: Student’s unpaired t test; ** p<O.O1, p<O.001.
Figure 4. Dose-denpendent effect of HNE on MMP-13 and TIMP-1
expression. OA chondrocytes were incubated with increasing concentrations
of HNE for 48 h. Enzymatic activity (A) and protein levels (B) were measured
in culture medium by specific kits. MMP-13 mRNA levels (C) were determined
by semi-quantitative RT-PCR. Quantification of mRNA levels (arbitrary units)
was achieved by densitometry analysis. mRNA levels were normalized to
those of GAPDH mRNA and expressed as a percentage of untreated celis.
(D) OA chondrocytes were incubated for 48 h in the presence or absence of
10 or 20 of HNE and TIMP-1 level was assayed in the conditioned media.
Data are means ± S.E. of n12. Statistics: Student’s unpaired t test; * p<0.05,
** p<0.01, p<O.001.
Figure 5. Kinetics of HNE-dependent activation of proteins kinase and
effect of their inhibitors on HNE-induced MMP-13 production. (A) OA
chondrocytes were incubated with 10 iM HNE for increasing periods of
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incubation. Cellular extracts were then subjected to western blotting using the
specific antibodies. (B) QA chondrocytes were pre-incubated for I h with
MAPK inhibitors followed by incubation for 24 h with 10 pN HNE. MMP-13
levels were assayed in the culture media. Values are expressed as means ±
S.E. (n= 6). Statistics: Student’s unpaired t test; ** p<0.01.
Figure 6. Activation of proMMP-f 3 in vitro and HNEIMMP-f 3 adducts
formation. (A) Recombinant proMMP-13 was incubated for 1 h at 37°C with
HNE at different MR of proMMP-13 vs HNE. APMA treatment was used as
positive control. The enzymatic activity was then assayed and expressed as
percentage of control. (B) Samples were then subjected to western blotting to
evaluate the proteolysis process of the proMMP-13 using anti-pro or active
MMP-13 antibody or to identify the HNE/MMP-13 adducts formation using
anti-HNE antibody. Data are expressed as means ± S.E. (n 6). Statistics:
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De nombreuses études ont montré que le stress oxydatif contribue à la
pathophysiologie de l’OA causée par une production accrue de ROS en
particulier le NO et par un déficit du système antioxydant (Rathakrishnan et
al. 1993; Tiku et al. 1990; Tiku et al. 2000). Dans différents tissus, l’effet
cytotoxique des ROS se traduit en partie par la production d’aldéhydes
toxiques lors du processus de la LPO tels que le MDA et le HNE. La
contribution de cet aldéhyde, le HNE, dans la pathogenèse et/ou la
pathophysiologie de plusieurs maladies où le stress oxydatif est présent a été
mise en évidence (Smith et al. 1998). Parmi les maladies dans lesquelles le
HNE est impliqué on peut citer le cancer, l’athérosclérose,
l’ischémie/reperfusion, l’hépatite et les maladies neuro-dégénératives (Sayre
et al. 1997; Paradis et al. 1997). Le HNE est capable de former des
complexes avec les biomolécules comme les protéines, l’ADN et d’agir dans
des voies de signalisation (Yang et al. 2003). A ce jour, aucune étude n’a
révélée son implication dans la pathophysiologie de l’OA. Une seule étude
scientifique au sujet de la production de MDA et de HNE dans les
synoviocytes OA a été publiée jusqu’à présent (Grigolo et al. 2003). Les
auteurs ont démontré que le niveau de ces aldéhydes est plus élevé dans les
synoviocytes OA comparé aux normaux.
Production du HNE
Le principal but de ce travail dans le contexte d’un mémoire était de
mettre en évidence l’implication du HNE dans la pathophysiologie de l’OA. De
nombreuses études ont rapporté une augmentation accrue des ROS dans
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différents tissus articulaires OA. Dans un modèle de chien OA, Spreng et al.
(2001) ont mesuré une plus grande concentration de NO dans le sérum,
l’urine et le liquide synovial par rapport aux chiens normaux. Le NO en
présence d’02 donne l’anion peroxynitrique (ONOO), un ROS très réactif et
capable d’accroître l’induction de la LPO et donc la production de MDA et
HNE (Violi et al. 1999). Dans la présente étude, nous avons aussi documenté
in vitro la production du HNE par les chondrocytes OA. Les chondrocytes OA
ont été stimulés avec des concentrations croissantes des donneurs de RL, le
peroxyde d’hydrogène (H202) et le 3-morpholinosydnonimine (SIN). Les
résultats montrent que ces deux donneurs de ROS sont capables d’induite la
génération du HNE dans l’extrait cellulaire de chondrocytes OA de façon
dose dépendante. De la même manière, l’incubation des chondrocytes OA
avec le TNF-Œ stimule la production de HNE. L’ensemble de ces résultats
montre que la production du HNE dans les chondrocytes OA est étroitement
liée à l’augmentation du stress oxydatif. En plus, dans différents types
cellulaires il a été démontré que l’effet cytotoxique des ROS se traduit
inévitablement par la production d’aldéhydes lors de la LPO. Le niveau
intracellulaire de HNE est contrôlé par des antioxydants et par des enzymes
spécifiques impliquées dans son métabolisme telles que la glutathione-S
transferase, l’adehyde déshydrogenase et l’aldose reductase. En pratique, il
serait intéressant de démontrer dans une autre étude ultérieure que les
chondrocytes OA produisent le HNE à un niveau plus élevé comparé aux
normaux et ceci à cause d’une altération de l’activité/expression de ces
enzymes métaboliques.
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Nos résultats montrent une augmentation significative de la présence
du HNE endogène dans le liquide synovial de patients atteints d’OA
comparativement aux sujets normaux, Il a été rapporté que le HNE endogène
dans des conditions physiologiques (concentrations inférieures à 1 pM) agit
comme une molécule de signalisation (Esterbauer et al. 1991). Toutefois,
dans les conditions pathologiques et en présence de stress oxydatif, sa
concentration peut atteindre les mM (Uchida et al. 2003). lI peut être alors
utilisé comme marqueur secondaire de propagation du stress oxydatif.
L’intérêt de la recherche pour les complexes HNE / protéine n’est pas
limité, cependant, à leur utilisation comme marqueurs du stress oxydatif. Leur
formation est proposée comme des événements clés reliés aux effets des
ROS incluant fi) l’inhibition des enzymes du métabolisme énergétique et de
transports d’électrons (Chen et al. 2001, Musatov et al. 2002), (ii) l’activation,
par phosphorylation, de certaines des protéines kinases telles que la p38
MAPK et la JNK (Kumagai et al. 2002, Uchida et al. 2003, Liu et al. 2001,
Forman et al. 2003), (iii) la perturbation des contractions du myocarde et
l’induction de l’apoptose (Leonarduzzi et al. 2000, Poli et al. 2000, Cheng et
al. 2001, Yang et al. 2003) et (iv) la modification des composants de la MEC
du cartilage (Tiku et al. 2003).
Régulation du COLL Il et de la MMP-13 par le HNE
Dans un deuxième volet de cette étude, nous avons investigué la
contribution du HNE dans la dégradation du cartilage OA via des
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modifications transcriptionnelles et post-traductionnelles du COLL II et la
MMP-13.
Régulation du COLL II
Tout d’abord, nous avons montré que le HNE inhibe de manière dose
dépendante la synthèse du COLL Il au niveau protéique et de l’ARNm dans
les chondrocytes QA. Dans la littérature, il a été démontré que l’IL-113
supprime l’expression du COLL Il dans les chondrocytes en diminuant
l’activité transcriptionnelle du gène du COLL Il, le COL2A1 (Goldring et al.
1994). Dans les chondrocytes, la régulation transcriptionnelle de la région
promotrice du COLL Il fait intervenir plusieurs facteurs de transcription tels
que le 50X9, L-SOX5 et 50X6 ainsi que la Spi et 5p3 en se regroupant
pour former un complexe liant ce gène (Ghayor et al. 2000; Zhou et al. 1998).
Chadjichritos et al. (2003) suggèrent que les Spi et Sp3 médient l’effet
diminutif de l’IL-113 sur la transcription du COL2A1. Dans une étude
semblable à la notre, Garcia-Ruiz et al. (2002) ont démontré que l’effet
inhibiteur de la MDA sur la production du COLL I est attribué en partie à la
diminution de la synthèse des facteurs Spi et 5p3 ainsi que leur liaison à la
région régulatrice de ce gène. Nous suggérons que le HNE pourrait agir de la
même façon que le MDA. Une étude plus poussée de l’effet du HNE sur ces
facteurs de transcription liant le COL2A1 pourrait clarifier l’action de cet
aldéhyde dans ce processus transcriptionnel.
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Par ailleurs, nous avons observé que la modification du COLL Il
articulaire par le HNE accélère sa dégradation par la MMP13 active. Le HNE
seul n’a cependant pas entraîné de dégradation significative du COLL Il. Il a
été démontré dans des études antérieures que les protéines oxydées sont
plus susceptibles à la dégradation protéolytique (Sadtman et al. 1991). Le
mécanisme de la dégradation oxydative du collagène se fait en deux étapes
une première étape d’oxydation de la protéine suivie d’une deuxième étape
de clivage du collagène oxydé. D’après l’étude de Davies et al. (1987), il
s’avère que des protéines incubées avec des donneurs de ROS sont altérées
au niveau structurel et fonctionnel. De même, en présence de ROS, le
collagène est oxydé et devient plus susceptible à la protéolyse enzymatique
(Mukhopadhyay et al. 1994; Greenwald et al. 1980; Monboisse et al. 1984).
Kato et al. (1992) ainsi que Wolff et al. (1986) ont suggéré que l’oxydation
des résidus prolines du collagène se traduise par la fragmentation de la
protéine accompagnée par la formation d’un produit final de dégradation, le
2-pyrrolidone. Dans une étude précédente, il a été démontré le MDA
engendre des modifications au niveau du collagène en le rendant susceptible
à la dégradation enzymatique (Tiku et al. 2003). Connaissant les propriétés
chimiques du HNE de se fixer uniquement sur les résidus CYS, LYS, et HIS,
nous suggérons de manière semblable que cet aldéhyde engendre une
modification de la structure du COLL Il. Cependant, à cause de la non
réactivité du HNE avec les résidus prolines l’hypothèse selon laquelle il
induirait une dégradation spontanée est mise de coté.
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Régulation transcriptionnelle de la MMP-13
La MMP-13 est retrouvé dans peu de tissu sain de l’organisme. Dans
le cartilage OA, elle est exprimée en grande quantité et joue ainsi un rôle
prédominant dans son catabolisme. Nos résultats montrent qu’en présence
du HNE l’expression de la MMP-13 au niveau protéique et ARNm augmente
de façon dose dépendante dans les chondrocytes OA. L’investigation des
voies de signalisation a révélée que le HNE active fortement la p38 MAPK et
légèrement les p44/42 et p54/46 MAPK. Nous avons montré aussi que la
stimulation de la MMP-13 par le HNE diminue seulement en présence de
l’inhibiteur de la p38 MAPK. En outre, récemment nous avons obtenu des
résultats préliminaires montrant que le HNE augmente la liaison du complexe
AP-1 sur l’ADN (résultats non présentés).
Au niveau intracellulaire, la régulation de la MMP-13 se fait via
l’activation de MAPKs. Mengshol et al. (2000) ont démontré que l’induction de
l’expression de cette enzyme par l’lL-1 requiert la p38 MAPK, la JNK ainsi
que la NF-KB. De même, Liacini et al. (2002) ont souligné l’implication de
ERK, JNK et NE-KB dans cette régulation. Généralement, ces MAPKs
activent plusieurs facteurs de transcription dont le complexe AP-1 et
augmentent la liaison de ce facteur sur la région promotrice. Comme
mentionné ci-dessus, le site AP-1 fait partie du promoteur de la plupart des
MMPs. Il est connu pour jouer un rôle essentiel dans la régulation de la
transcription des MMPs (Vincenti et al. 1998). Sa mutation abolit à 90%
l’expression basale et induite de la MMP-13 dans les chondrocytes.
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Le HNE agit au niveau de la voie de signalisation dans différents types
cellulaires. II active la p54/46, la p44/42, induit la synthèse de c-fos et c-jun et
augmente l’activité de liaison de l’AP-l (Ruef et al. 1997). Par ailleurs, avec
ses propriétés de se lier aux protéines, le HNE est capable d’activer certaines
protéines kinases sans provoquer une cascade de phosphorylation. Ce
phénomène a été observé pendant l’activation des isoformes de JNK par le
HNE. Lorsque ce dernier se lie à cette enzyme, il y a formation d’un complexe
HNE/JNK, une translocation et activation de JNK de façon indépendante de
la phosphorylation (Parola et al. 1998). En plus, le HNE est tantôt décrit
comme un inhibiteur, tantôt comme un activateur du facteur NF-KB tout
dépend du type cellulaire étudié et de la concentration utilisée (Ruef et al.
2001). L’ensemble de ces résultats suggère que cet aldéhyde agit en partie
sur l’expression de la MMP-13 au niveau transcriptionnel via l’activation du
facteur AP-1 médié probablement par p-38 MAPK.
Régulation post-traductionnelle de la MMP- 13
La MMP-13 est un enzyme catalytique qui dégrade plusieurs constituants
de la MEC. Au niveau post-traductionnel, l’activation de la proMMP-13 se fait
essentiellement par le mécanisme «cystéine switch». Parmi les mécanismes
d’activation de la proMMP-13, le plus connu est celui médié par L’APMA. Elle
engendre la dégradation de cet pro-enzyme en deux fragments de 60 et 46
kDa en le clivant (i) au niveau du pont CYS-Zn2 et (ii) au niveau de la liaison
entre le pro-domaine et le domaine catalytique. Un autre mécanisme
d’activation de la proMMP-13 a été proposé aussi par Knauper et aI. (1996).
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Ils ont mis en évidence l’activation de la proMMP-13 par la MMP-MTJ associé
à la MMP-2 via le clivage du pro-peptide en Lys38 — Glu39 et Arg76 — Cys77
suivi par une autoprotéolyse. Curieusement, nos résultats nous montrent une
activation de la MMP-13 sans clivage protéolytique. Fait intéressant, Bescond
et al. (1999) ont démontré que l’activation d’une autre MMP, la proMMP-2, se
fait sans protéolyse. Cette enzyme pourrait être activée par l’acide aminé
homo cystéine via le mécanisme «cystéine switch» sans pour autant cliver la
liaison entre le pro-domaine et le domaine catalytique. Cette activation, qui
semble être réversible en excès d’homo cystéine, nécessite la liaison de cet
acide aminé avec l’enzyme. Dans notre étude, nous pensons qu’il pourrait
s’agir d’un mécanisme d’activation semblable. La MMP-13 recombinante a
été mise en incubation avec des concentrations croissantes de HNE. Nous
avons constaté que le HNE active la MMP-13 à un ratio molaire de J :100
(MMP-13 versus HNE) et que cette activation n’est pas associée avec un
clivage de l’enzyme tel que révélé par western blot. En outre, par la même
méthode, nous avons démontré que l’effet du HNE sur l’activité de la MMP-13
est le résultat de la formation des complexes HNE/MMP-13. Ces résultats
suggèrent que cette activation serait due à un changement structural de la
protéine, Il semblerait que le HNE active la MMP-13 en clivant seulement
l’interaction Cys-Zinc tel que proposé dans la figure 13. Par ailleurs, l’étude
des caractéristiques biochimiques de la MMP-13 en présence du HNE à
savoir affinité, vitesse maximale, demi-vie, pourraient apporter une meilleure



















Figure 13: Mécanisme proposé de l’activation de la MMP-13 par le HNE.
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C’est la première étude à démontrer l’implication du HNE dans la
pathophysiologie de l’OA. Nos résultats apportent de nouvelles
connaissances sur le rôle du HNE dans la déstabilisation des
macromolécules du cartilage et dans l’activation/expression de la MMP-13.
Le HNE engendre la diminution de la synthèse du COLL Il et l’augmentation
de sa susceptibilité à la dégradation enzymatique. Il induit l’augmentation de
la synthèse et de l’activité de la MMP-13. Ces effets sont médiés via la
formation de complexes HNE I protéine. De même, une augmentation
significative de la concentration de HNE lié aux protéines dans le liquide
synovial OA et dans les chondrocytes OA incubés avec des agents oxydants
a été mise en évidence.
Plusieurs perspectives s’offrent suite à cette nouvelle approche. La
compréhension du métabolisme du HNE ainsi que son rôle dans
l’inflammation articulaire et l’apoptose des chondrocytes restent à être
investigué.
La dégradation du cartilage est le phénomène central dans l’évolution
de l’OA et s’accompagne d’autres affectations touchant entre autre la
membrane synoviale et l’os. D’un point de vue clinique, la détection de
complexes HNE / protéine comme marqueur biologique s’avéraient
intéressant dans le diagnostique de la progression de l’OA et l’établissement
d’un traitement adapté au stade de l’OA. Cette approche qui toutefois devrait
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être validé pourrait s’avérer complémentaire et efficace avec l’utilisation
d’autres marqueurs de l’OA (Vignon et al. 2001).
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